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RESUMO 
 
A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa 
caracterizada pela perda progressiva de memória, acúmulo de peptídeo β-
amilóide (βA), principalmente o βA1-42, emaranhados de proteínas tau 
hiperfosforiladas, e mais recentemente, neuroinflamação. Ainda não há 
tratamento para curar ou evitar a progressão da DA, nem algum 
medicamento aprovado para atuar na neuroinflamação. Assim, o presente 
estudo avaliou o efeito do cloridrato de minociclina, um antibiótico com 
ação anti-inflamatória e neuroprotetora, na memória e neuroinflamação 
em um modelo de demência do tipo DA.  Foram utilizados camundongos 
Balb/c (100 dias). Os animais foram submetidos a administração de 
oligômeros βA1-42 (400pmol) no ventrículo cerebral esquerdo. Decorridas 
24 horas da administração dos oligômeros βA1-42 foi iniciado o tratamento 
via oral com cloridrato de minociclina (50 mg/kg) durante 17 dias. Foi 
avaliada a locomoção pelo teste de campo aberto, a memória espacial 
pelos testes de labirinto octogonal e labirinto em Y e a memória aversiva 
dos animais pelo teste de esquiva inibitória, e no 18º dia, 24 horas após a 
última administração de minociclina, os animais foram mortos para a 
dissecção do córtex total, hipocampo e coleta de soro para análises de 
western blot e imunoensaio enzimático. Um grupo independente de 
animais foi submetido à perfusão transcardíaca com paraformoldeído e o 
encéfalo foi removido para análises de imuno-histoquímica e histologia. 
O tratamento com minociclina melhorou a memória espacial e aversiva 
dos camundongos submetidos ao modelo de demência. Além disso, a 
minociclina reverteu o aumento dos níveis de interleucina (IL)-1β, fator 
de necrose tumoral (TNF)-α, IL-6 e IL-10 causado pela administração dos 
oligômeros βA1-42 no hipocampo.  No córtex total a minociclina reverteu 
o aumento dos níveis de IL-1β, TNF-α e IL-4 nos animais submetidos ao 
modelo de demência do tipo DA. No soro, houve um aumento dos níveis 
de IL-1β e IL-4 nos animais que receberam os oligômeros βA1-42 e a 
minociclina reverteu este efeito. A minociclina também reverteu o 
aumento dos níveis de fator neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF) 
no hipocampo e de fator de crescimento neural (NGF) no córtex total dos 
animais submetidos ao modelo. No hipocampo, a minociclina também 
reduziu os níveis de βA1-42 e a ativação microglial nos animais que 
receberam os oligômeros βA1-42. Essa redução da ativação microglial 
ocorreu provavelmente pela redução de receptores toll-like 2, sua proteína 
adaptadora MyD88 e redução do inflamassoma NLRP3, avaliados por 
imuno-histoquímica e confirmados por Western blot. Não foi observado 
efeito da minociclina em prevenir a morte neuronal no hipocampo, 
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avaliada pela coloração de Nissl, que evidência alterações morfológicas 
nos neurônios. Os resultados em conjunto indicam que a minociclina foi 
capaz de melhorar a memória e reduzir a neuroinflamação em 
camundongos submetidos ao modelo de demência do tipo DA, induzido 
pela administração de βA1-42. O efeito da minociclina em reduzir a 
neuroinflamação no hipocampo envolve a inibição de receptores toll-like 
2 e inibição da ativação do inflamassoma NLRP3. Essa via leva a 
liberação de IL-1β e possivelmente também de outras citocinas 
inflamatórias para o meio extracelular. Portanto, a minociclina parece ter 
efeitos promissores para o tratamento da DA, podendo conter a 
neuroinflamação e melhorar o dano de memória.  
 
Palavras-chave: Minociclina; Doença de Alzheimer; memória; 
inflamação; NLRP3. 
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ABSTRACT 
 
Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease characterized by 
progressive memory loss, β-amyloid peptide (Aβ) accumulation, mainly 
Aβ1-42, hyperphosphorylated tau proteins increased, and recently, 
neuroinflammation. There is no treatment leads to cure or avoid the 
progress of the AD, and neither there is a drug approved for 
neuroinflammation. Thus, the present study evaluated the effect of 
minocycline chlorhydrate on memory and neuroinflammation in an AD-
like dementia mouse model. Balb/c mice (100 days) were subjected to 
administration of Aβ1-42 oligomers (400pmol) on left cerebral ventricle. 
24 hours after Aβ1-42 oligomers administration was started minocycline 
chlorhydrate (50 mg/kg) treatment by oral route for 17 days. The 
locomotion of the animals was evaluated on the open field test, the spatial 
memory was evaluated on the octagonal maze task and Y maze, and the 
aversive memory was evaluated on the inhibitory avoidance task. On the 
18th day, 24 hours after the last minocycline administration, the animals 
were killed for dissection of total cortex and hippocampus, and the serum 
was collected for western blot and enzyme immunoassay analysis. An 
independent group of animals was subjected to transcardiac perfusion 
with paraformaldehyde, and the brain was removed for 
immunohistochemical and histological analysis. The minocycline 
treatment improved spatial and aversive memory of the mice subjected to 
the dementia model. Moreover, minocycline reverted the increase of 
interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor (TNF)-α, IL-6 and IL-10 levels 
on hippocampus caused by the Aβ1-42 oligomers administration. In the 
total cortex, minocycline reverted the increase of IL -1β, TNF-α and IL-
4 levels of the animals subjected to the AD-like dementia model. In the 
serum, there was an increase of the IL-1β and IL-4 levels in the animals 
received Aβ1-42 oligomers, and minocycline treatment reverted this. 
Minocycline also reverted the increase of brain-derived neurotrophic 
factor (BDNF) levels in the hippocampus and reverted the increase of 
nerve growth factor (NGF) levels in the total cortex subjected to model. 
In the hippocampus, minocycline reduced Aβ1-42 levels and the microglial 
activation in the animals that received Aβ1-42 oligomers. This microglial 
activation reduction occurred by the reduction of toll-like receptors 2 
content, and its adapter MyD88 protein, and reduction of the NLRP3 
inflammasome evaluated by immunohistochemistry and confirmed by 
Western blot. There was no effect of minocycline of hippocampal neurons 
death evaluated by Nissl staining, which indicates morphological 
alterations in the neurons. Altogether, the results indicated that 
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minocycline was able to improve memory and reduce neuroinflammation 
in mice subjected to the AD-like dementia model induced by Aβ1-42 
administration. The minocycline effect on the reduction of 
neuroinflammation the hippocampus involves toll-like 2 receptors 
inhibition and NLRP3 inflammasome activation. This pathway leads to a 
release of IL-1β and possibly other inflammatory cytokines into the 
extracellular space. Therefore, minocycline has promising effects for AD 
treatment, which includes neuroinflammation reduction and memory 
damage improvement. 
 
Keywords: Minocycline; Alzheimer´s disease; memory; inflammation; 
NLRP3.  
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1. INTRODUÇÃO  
 
1.1 Doença de Alzheimer 
 
A doença de Alzheimer (DA) é uma doença neurodegenerativa 
crônica, sendo considerada a maior causa de demência em idosos (Pierce 
et al., 2017). A DA ocasiona danos progressivos nas funções cerebrais, 
que incluem danos de memória, orientação espacial, linguagem, 
mudanças de comportamento e de personalidade (Vickers et al., 2016). O 
sintoma mais prevalente na DA é a perda de memória, e posteriormente 
nas fases mais graves da doença, ocorrem complicações motoras, 
deixando os indivíduos portadores da doença completamente acamados e 
dependentes de cuidadores (Howard et al., 2015; Prischmann, 2016). 
Em 2010, estimava-se que cerca de 35,6 milhões de pessoas no 
mundo estariam afetadas pela DA. A estimativa é que este número 
aumentará para 60,7 milhões em 2030 e 115,4 milhões em 2050 
(Cumming e Brodtmann, 2010). A partir dos 65 anos, a prevalência da 
DA e marcadores de neurodegeneração dobram a cada cinco anos. Em 
indivíduos entre 60 e 64 anos a prevalência da DA é de aproximadamente 
0,7%, aumentando para 5,6% entre os 70 e 79 anos, podendo chegar a 
38,6% em idosos acima de 90 anos (Savva et al., 2009; Jack et al., 2014; 
Jack et al., 2015; Dubois et al., 2016). Deste modo, o envelhecimento é o 
principal fator de risco para o desenvolvimento da DA, contribuindo para 
que a doença constitua um problema de saúde pública de grande impacto 
social e financeiro nas próximas décadas. Assim, a DA causará, e já está 
causando, um enorme sofrimento para os indivíduos afetados e suas 
famílias. Segundo a Alzheimer´s Association (2015), ocorrerá uma grande 
sobrecarga nos sistemas de saúde em todo o mundo, uma vez que são 
esperados que os custos com a doença ultrapassem U$$ 1 trilhão de 
dólares anuais em 2050.  
A etiologia da doença ainda não está totalmente elucidada, mas 
sabe-se que múltiplos fatores ambientais e genéticos estão envolvidos. 
Nos últimos anos, vários genes foram relacionados ao desenvolvimento e 
progressão da DA, incluindo o gene da apolipoproteína E (ApoE), 
mutação na proteína precursora amiloide, do inglês “amyloid precursor 
protein” (APP), e na presenilina 1 (PSEN1) ou na presenilina 2 (PSEN2). 
Além de polimorfismos em genes envolvidos na imunidade inata (CR1, 
CD33, MS4A, CLU, ABCA7, EPHA1 e HLA-DRB5-HLA-DRB1), na 
função microglial (INPP5D), endocitose (PICALM, SORLI1) e 
fagocitose (TREM2), identificados através de estudos da associação 
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ampla do genoma (Lambert et al., 2013; Ramanan et al., 2015; Ridge et 
al., 2016). Já os fatores ambientais relacionados ao desenvolvimento da 
doença são: aumento da idade, baixo nível de escolaridade, depressão, 
hipertensão, diabetes, dislipidemias, sedentarismo e baixa atividade 
cognitiva (Schipper, 2011; Durazzo et al., 2014). As formas genéticas da 
doença possuem uma etiologia determinada predominantemente por 
mutações em genes específicos, como da ApoE, APP e PSEN 1 e 2. Já a 
forma esporádica da DA, que é a mais prevalente da doença, não tem a 
etiologia totalmente elucidada, sabe-se apenas que envolve 
polimorfismos em diferentes genes, juntamente com a exposição a fatores 
ambientais (Lanoiselée et al., 2017).   
De acordo com os critérios de diagnóstico a DA pode ser 
classificada em estágios de gravidade, como estágio leve, moderado e 
grave. No entanto, a doença progride sempre a níveis graves e em último 
estágio leva à óbito (De-Paula et al., 2012). O diagnóstico é 
principalmente clínico, e classifica quanto à gravidade do 
comprometimento cognitivo. São utilizados principalmente o Mini 
Exame do Estado Mental (MEEM) e Escore Clínico de Demência (ECD) 
os quais avaliam a função cognitiva global, através de uma bateria de 
testes neuropsicológicos que incluem teste de memória, fluência verbal, 
habilidades visuoespaciais e escala da vida diária. O diagnóstico da DA é 
confirmado somente em cérebro post mortem (Perneczky et al., 2006). A 
DA é extremamente debilitante, sendo associada a intenso sofrimento 
para o paciente, causando prejuízo funcional progressivo, perda de 
independência, sofrimento emocional e sintomas comportamentais que 
podem incluir alucinações (Sadowsky e Galvin, 2012).  
Inicialmente, o processo neurodegenerativo observado na DA 
envolve a perda sináptica e alterações de neurotransmissores, 
principalmente redução de sinapses colinérgicas (Braak et al., 1993; Auld 
et al., 2002; Kim et al., 2013). Durante o curso da doença, ocorre a morte 
de cerca de 80% dos neurônios do hipocampo, relacionada ao prejuízo 
cognitivo grave (Moller et al., 2013), e em estágios tardios há uma grande 
perda neuronal com atrofia cerebral evidente e dilatação dos ventrículos 
(Bell e Claudio Cuello, 2006; Buoso et al., 2010; Citron, 2010; Sery et 
al., 2013).  
As mais conhecidas alterações histopatológicas na DA são: a 
perda neuronal, o acúmulo extracelular de peptídeo beta-amiloide (βA1-
42) e os emaranhados neurofibrilares, do inglês, neurofibrillary tangles 
(NFTs) (Sery et al., 2013). Os NFTs são compostos de proteína tau 
hiperfosforilada, que se acumula no meio intracelular e leva a perda da 
estabilidade e função do citoesqueleto neuronal, já que esta é a proteína 
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responsável pela manutenção do citoesqueleto (Iqbal et al., 2009; Avila 
et al., 2010; Hernandez et al., 2013). Já o acúmulo de peptídeo βA1-42 
forma placas extracelulares denominadas “placas senis”, isto ocorre, 
devido ao aumento e processamento anormal da APP (Buoso et al., 2010). 
A APP é uma proteína transmembranar altamente expressa em tecidos 
neuronais humanos. A APP sofre clivagem pelas enzimas α- ou β-
secretases, que iniciam duas vias diferentes, a via não amilodoigênica e a 
via amilodoigênica, respectivamente. Quando APP é clivada pela α-
secretase, forma um fragmento extracelular solúvel, sAPPα, sem 
toxicidade. Quando APP é clivada por β-secretase, gera um fragmento 
solúvel extracelular, sAPPβ, e um fragmento carboxi-terminal CTF99.  
Este último é ainda clivado pela ação da γ-secretase formando um 
fragmento βA (Puzzo et al., 2015).  O peptídeo βA tende a se agregar 
formando oligômeros e protofibrilas que posteriormente se agregam 
dando origem as fibrilas, as quais compõe as placas senis (Lasagna-
Reeves et al., 2011; Heppner et al., 2015) (figura 1).  
 
 
Figura 1: A APP sofre clivagem pelas enzimas α- ou β-secretases que iniciam 
duas vias diferentes, a via não amilodoigênica e a via amilodoigênica, 
respectivamente. Quando APP é clivada pela α-secretase, forma um fragmento 
extracelular solúvel sem toxicidade. Quando APP é clivada pela β-secretase, gera 
um fragmento solúvel extracelular, sAPPβ, e um fragmento carboxi-terminal 
CTF99 que é clivado pela ação da γ-secretase formando um fragmento βA. O 
peptídeo βA (monômero) tende a se agregar formando oligômeros e protofibrilas 
que posteriormente se agregam dando origem as fibrilas, as quais compõe as 
placas senis. Fonte: Adaptado de Heppner et al., 2015. 
 
As placas senis resultam principalmente do acúmulo anormal e 
deposição do peptídeo βA com 40 ou 42 resíduos (βA1-40 e βA1-42) 
(Serrano-Pozo et al., 2011). O peptídeo βA1-42 exibe propriedades 
hidrofóbicas mais elevadas que o peptídeo βA1-40, sendo assim, é mais 
suscetível a estar envolvido na formação de oligômeros e fibrilas, as quais 
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formam as placas senis (Haass e Selkoe, 2007). Estas alterações são 
observadas em regiões cerebrais como o córtex entorrinal e o hipocampo, 
responsáveis pelas funções cognitivas como aprendizagem e memória 
(Selkoe, 2008).  
Porém, sabe-se que os oligômeros de βA (mesmo na ausência de 
placas amiloides) podem prejudicar a plasticidade sináptica, inibir a 
potenciação de longa duração, do inglês long term potentiation (LTP), 
induzir hiperfosforilação da tau e ativar a micróglia, levando a 
neuroinflamação, e prejudicando a memória de roedores adultos normais 
(Barry et al., 2011; Borlikova et al., 2013; Yang et al., 2017). Com a 
agregação dos oligômeros βA1-42 em fibrilas, a ativação da micróglia, 
produção de citocinas e mediadores inflamatórios é ainda mais 
exacerbada, comparando-se às alterações observadas em modelos 
utilizando lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias (Ferrera et al., 2014). 
 
1.2 Neuroinflamação na DA 
 
A neuroinflamação é definida como a ativação do sistema imune 
cerebral, e a sua principal função consiste em proteger o sistema nervoso 
central (SNC) contra insultos infecciosos, lesões ou patologias (Spencer 
et al., 2012). A neuroinflamação desempenha um papel crítico na 
patogênese da DA (Ferreira et al., 2014). Vários estudos observaram a 
presença de marcadores inflamatórios no cérebro de pacientes com DA, 
incluindo níveis elevados de citocinas/quimiocinas e microgliose 
(ativação da micróglia) (Britschgi e Wyss-Coray, 2007; Swardfager et al., 
2010; Czirr e Wyss-Coray, 2012; Ferreira et al., 2014).  
O aumento de citocinas pró-inflamatórias é observado no soro, 
cérebro e no líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com a doença 
(Jack et al., 2013; Zhang et al., 2013b; Dursun et al., 2015). Dentre essas 
citocinas estão o fator de necrose tumoral α, do inglês, tumor necrosis 
factor (TNF-α), interleucina-6 (IL-6) e IL-1β (Swardfager et al., 2010). O 
aumento de marcadores inflamatórios está relacionado ao prejuízo 
cognitivo observado na DA, sendo que diversos estudos observaram que 
os níveis de citocinas pró-inflamatórias estão associados ao declínio 
cognitivo em pacientes que se encontravam em diferentes fases da DA, e 
também em idosos com comprometimento cognitivo leve (Solfrizzi et al., 
2006; Harries et al., 2012; Westin et al., 2012). Os estudos relacionando 
a DA e inflamação cresceram substancialmente após os estudos de 
associação ampla do genoma observarem polimorfismos em vários genes 
relacionados com a resposta inflamatória e imunidade inata em pacientes 
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com DA, como citado anteriormente (Lambert et al., 2013; Ramanan et 
al., 2015; Ridge et al., 2016).   
A micróglia representa o principal componente celular do 
sistema imune inato no cérebro, envolvida no reconhecimento e na 
modulação de processos imunes e inflamatórios (Nayak et al., 2014). A 
superfície das células microgliais está equipada com numerosos 
transportadores, canais e receptores, incluindo receptores de 
reconhecimento de padrões, do inglês, pattern recognition receptors 
(PRRs), capazes de reconhecer moléculas potencialmente nocivas e ativar 
o sistema imune inato (Kigerl et al., 2014). Estudos recentes têm 
demonstrado que o peptídeo βA pode ativar os PRRs e consequentemente, 
desencadear uma resposta imune (Lin et al., 2013a; Serrano-Pozo et al., 
2013; Serrano-Pozo et al., 2016; Yang et al., 2017; Zolezzi e Inestrosa, 
2017). A neuroinflamação ocasionada pelo peptídeo βA1-42 ocorre 
inicialmente pela ativação de receptores toll-like 2 (TLR2), 4 e 6 (Udan 
et al., 2008; Liu et al., 2012a), induzindo a ativação do sistema imune e 
produção de vários mediadores inflamatórios, (Cuello et al., 2010; Lin et 
al., 2013b). Além da relação direta da neuroinflamação com o peptídeo 
βA1-42, o aumento de citocinas tem sido associado com o aumento da 
fosforilação da tau e a diminuição dos níveis sinaptofisina, influenciando 
assim, na instabilidade do citoesqueleto e levando à morte neuronal e 
alterações sinápticas na DA (Quintanilla et al., 2004). 
Uma das principais citocinas pró-inflamatórios envolvidas na 
fisiopatologia da DA é a IL-1β, a qual é produzida como precursor, a pró-
IL-1β, e requer clivagem para se tornar biologicamente ativa. Para que 
isso ocorra, a pró-IL-1β sofre ação de um grupo de proteínas 
intracelulares que formam um complexo proteico conhecido como 
inflamassoma NLRP3, do inglês oligomerization domain-like receptor 
family pyrine domain-containing 3 (Heneka et al., 2013; Parajuli et al., 
2013). Quando ocorre a ativação dos TLRs por βA ou outra molécula 
potencialmente danosa, ocorre a transdução do sinal pró-inflamatório, 
através da ativação da proteína mieloide de resposta primária 88, do 
inglês, myeloid differentiation primary response gene 88 (MyD88), que 
leva a ativação do fator nuclear kappa B, do inglês, nuclear factor kappa 
B (NF-kB), que leva a transcrição de citocinas, principalmente IL-1β. Ao 
mesmo tempo, fragmentos de βA estão sendo fagocitados pela micróglia, 
porém, com a sobrecarga de βA, a micróglia não consegue degradar de 
forma eficiente esses fragmentos, levando ao rompimento do lisossomo, 
liberando catepsina B, que induz a montagem do inflamassoma NLRP3 
(Halle et al., 2008; Heneka et al., 2014; Yang et al., 2014). O 
inflammasoma NLRP3 através da ativação de caspases, cliva a 
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inteleucina pró-IL-1β gerando a forma madura desta, que por sua vez 
ativa neutrófilos, macrófagos e outras células microgliais, amplificando a 
resposta inflamatória (Tan et al., 2013). A sinalização descrita acima está 
ilustrada na figura 2. Esse mecanismo inflamatório vem sendo cada vez 
mais relacionado às doenças neurodegenerativas, principalmente com a 
DA (Heneka et al., 2013; Parajuli et al., 2013; Daniels et al., 2016; Zhou 
et al., 2016; Song et al., 2017). 
 
 
Figura 2: Ativação dos receptores toll-like (TLRs). Quando fragmentos de βA 
ou outra molécula nociva ativam os TLRs ocorre a transdução de sinal 
inflamatório, através da ativação da proteína mieloide de resposta primária 88 
(MyD88), que leva a ativação do fator nuclear kappa B (NF-kB), ocasionando a 
transcrição de interleucinas, principalmente IL-1β. Com a sobrecarga da 
fagocitose de βA a micróglia não consegue degradar de forma eficiente esses 
fragmentos, levando ao rompimento do lisossomo, liberando catepsina B, que 
induz a montagem do inflamassoma NLRP3. O inflammasoma NLRP3, através 
da ativação de caspases, cliva a inteleucina pró-IL-1β gerando a forma madura 
desta, propagando a resposta inflamatória. Fonte: Adaptado de Heneka et al., 
2014. 
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Apesar da neuroinflamação ser um evento chave na DA, nem 
toda resposta inflamatória na doença é nociva. Para que ocorra a limpeza 
de fragmentos βA, redução da toxicidade e formação de placas senis é 
necessária a ativação imune e fagocitose desses fragmentos (Daniel Lee 
e Landreth, 2010).  A ativação da micróglia pode ocorrer de duas formas: 
“tipo M2” ou do “tipo M1” (Heneka et al., 2014). A ativação do tipo M2 
da micróglia está associada com a produção de citocinas anti-
inflamatórias, tais como IL-4 e IL-10, e aumento da atividade fagocítica, 
induzindo a fagocitose de fragmentos βA, prevenindo assim, o acúmulo e 
formação das placas senis (Latta et al., 2015). Por outro lado, a ativação 
do tipo M1 está associada a uma resposta exacerbada e crônica da 
micróglia, em resposta a uma ativação persistente e continuada, que pode 
ocorrer pela ativação ocasionada por fragmentos βA ou até mesmo restos 
celulares provenientes da morte neuronal, ocasionando aumento da 
expressão de óxido nítrico sintase induzível, do inglês, inducible nitric 
oxide synthase (iNOS), desregulação de neurotrofinas, como o fator 
neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF, do inglês Brain-derived 
neurotrophic factor) e o fator de crescimento do nervo (NGF, do inglês 
Nerve growth factor), produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) e 
mediadores pró-inflamatórios, como IL-1β, IL-6 e TNF-α (Ferreira et al., 
2014; Tang e Le, 2015).  
O conceito de polarização M1 e M2 de macrófagos foi presumido 
a partir do conceito de ativação dicotômica clássica das células Th1 e Th2 
(Bretscher, 2014). Outros estudos defendem o conceito de polarização da 
micróglia induzida por LPS (M1) ou IL- 4/IL-13 (M2) (Ransohoff, 2016). 
No entanto, estudos atuais defendem que essa polarização de macrófagos 
ou células microgliais em M1 ou M2 parece simplificada demais, pela 
diversidade e grau de plasticidade dessas células (Nakagawa e Chiba, 
2014; Cunha et al., 2016; Sousa et al., 2017). Atualmente, com as novas 
tecnologias para o estudo aprofundado da micróglia esse conceito de 
polarização está ficando ultrapassado, uma vez que limita muito a 
atividade tão complexa dessa célula (Ransohoff, 2016). De qualquer 
forma, sabe-se que a micróglia pode apresentar respostas divergentes, que 
podem ser benéficas como a fagocitose de restos celulares e fragmentos 
βA, induzindo a resolução da resposta inflamatória, ou contribuir para a 
neuroinflamação crônica, causando ainda mais danos e contribuindo para 
progressão da DA (Heneka et al., 2014). Assim, a ativação ou inibição da 
micróglia é controversa e deve ser considerada quando investigadas novas 
intervenções farmacológicas. 
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1.3 Fatores neurotróficos na DA 
 
A desregulação dos níveis de fatores neurotróficos também é 
uma característica importante da DA (Counts et al., 2016). Dentre estes, 
destacam-se o BDNF e o NGF, que estão envolvidos em funções 
importantes no cérebro adulto, incluindo sobrevivência neuronal, 
desenvolvimento e plasticidade (Allen et al., 2013). A deficiência ou 
desregulação dos fatores neurotróficos ou de seus receptores, podem 
causar danos aos neurônios, levando a degeneração neuronal progressiva, 
podendo desencadear demências como a DA (Belrose et al., 2014; Sopova 
et al., 2014). 
O BDNF é uma pequena proteína dimérica, considerada a 
neurotrofina mais abundante no cérebro adulto, expresso 
diferencialmente em vários tecidos cerebrais, é abundantemente expresso 
no hipocampo, córtex cerebral, amígdala, e cerebelo de mamíferos 
(Adachi et al., 2014). O BDNF tem papel essencial no desenvolvimento 
e na manutenção de funções cerebrais e é capaz de mediar muitos 
processos, incluindo diferenciação e crescimento neuronal, formação de 
sinapses e neuroplasticidade (Park e Poo, 2013).  
O papel do BDNF já é bem estabelecido, ele age através da 
ligação com seus receptores: o receptor tropomiosina quinase B (TrkB, 
do inglês, Tropomyosin receptor kinase B) e receptor p75 (Gonzalez, 
Moya-Alvarado et al. 2016). O BDNF é sintetizado primeiramente na 
forma precursora chamada pró-BDNF, e a ativação dos receptores de pró-
BDNF parece levar a redução das atividades sinápticas, e facilitar a 
apoptose, mediada principalmente por receptores p75. Por outro lado, o 
BDNF maduro parece se ligar preferencialmente ao receptor TrkB, 
levando aos efeitos tróficos dessa neurotrofina (Budni et al., 2015a). Os 
níveis de BDNF no cérebro parecem variar de acordo com a gravidade da 
DA (O'Bryant et al., 2009). 
O NGF é uma glicoproteína que exerce seus efeitos através da 
ligação em receptores TrkA, p75 e sortilina (Esposito et al., 2001). O NGF 
também possui a forma precursora, o pro-NGF, e a forma madura, o NGF.  
O efeito trófico de NGF é mediado através de receptores TrkA e p75, 
enquanto que o efeito neurotóxico do pro-NGF é mediada através de p75 
em conjunto com sortilina (Budni et al., 2015b). O NGF é expresso em 
neurônios e células gliais, e seus efeitos incluem sobrevivência, 
diferenciação e neuroplasticidade (Isaev et al., 2017). 
O NGF também regula a expressão de acetilcolina, sendo que na 
DA é observada redução deste neurotransmissor, acompanhado da 
redução no número de neurônios colinérgicos e consequente redução da 
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inervação colinérgica no hipocampo (Perry et al., 2012; Zhang et al., 
2013a; Ferreira et al., 2015). Foi observado em pacientes com DA que os 
níveis de pró-NGF se encontram elevados no córtex, levando à hipótese 
de que o pró-NGF possa contribuir para neurodegeneração, podendo ser 
inclusive estudado como um possível marcador para doença (Fahnestock 
et al., 2001; Peng et al., 2004; Mufson et al., 2012). Além disso, foi 
observado também aumento dos níveis de NGF no LCR de pacientes com 
DA (Blasko et al., 2006). Esses estudos reforçam o papel importante do 
NGF e pró-NGF na DA. 
 
1.4 Tratamento da DA  
 
Nos últimos anos as pesquisas de novos fármacos para tratar a 
DA têm aumentado substancialmente, o motivo é o impacto econômico e 
social gerado pela doença. Dentre esses estudos, vale destacar as 
imunoterapias contra o βA, que quando surgiram causaram grandes 
expectativas, sendo que várias ainda estão sob investigação clínica com o 
objetivo de reduzir a carga de βA no cérebro de pacientes com DA. No 
entanto, apesar de alguns resultados positivos (Hull et al., 2017), a 
eficácia contra danos cognitivos desses medicamentos ainda é incerta 
(Panza et al., 2011; Brody et al., 2016; Rygiel, 2016), além da ocorrência 
de efeitos adversos graves ocasionados por alguns desses fármacos, como 
edema vasogênico, micro hemorragias cerebrais e encefalite (Liu et al., 
2012c). Além destes, vários outros estudos clínicos estão em andamento 
com o uso de inibidores da β-secretase, quelantes, vitaminas, anti-
inflamatórios, estatinas, enfim, muitas possibilidades. Porém esses 
estudos ainda não são conclusivos, mostraram pouco efeito, ou se 
mostraram falhos (Cazarim Mde et al., 2016; Evin, 2016; Grimm et al., 
2016; McGuinness et al., 2016; Prati et al., 2016). 
Até o momento, não há nenhum tratamento que leve a cura para 
a doença, ou mesmo, que evite a progressão da mesma. O tratamento 
medicamentoso disponível atualmente está voltado apenas na prevenção 
do agravamento dos sintomas (Ramirez-Bermudez, 2012). Os únicos 
fármacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e 
Agência nacional de vigilância sanitária (ANVISA) são quatro inibidores 
da enzima acetilcolinesterase (que aumentam a concentração de 
acetilcolina na fenda sináptica) e a memantina (antagonista de receptores 
NMDA, que reduz a excitotoxicidade glutamatérgica) (Ramirez-
Bermudez, 2012). Uma recente revisão sistemática e meta-análise, 
concluiu que a utilização de uma combinação de anticolinesterásicos e 
memantina funciona melhor que a monoterapia, porém, a força desta 
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recomendação é fraca, já que esta combinação ainda não pode impedir o 
avanço da doença (Schmidt et al., 2015).  
Dessa forma, os tratamentos disponíveis para DA agem apenas 
em duas características fisiopatológicas da doença, que envolvem a 
redução de neurônios colinérgicos e a excitotoxicidade glutamatérgica. 
Os medicamentos que reduzem o βA que surgiram como uma alternativa 
para o tratamento da DA, não foram tão promissores como esperado, já 
que não conseguiram conter o avanço da doença (Rygiel, 2016). Outra 
potencial categoria de fármacos que está sendo estudado para o 
tratamento da DA são os anti-inflamatórios não esteróides (AINEs), uma 
vez que a utilização crônica de AINEs foi associada com um decréscimo 
do risco de desenvolver a doença (Szekely e Zandi, 2010; Wang et al., 
2015a; Cacciatore et al., 2016; Nevado-Holgado e Lovestone, 2017). 
Estudos também mostraram redução de placas amiloides em ratos 
tratados com AINEs (Weggen et al., 2001; Weggen et al., 2003; Prade et 
al., 2015). Ainda não está claro o mecanismo neuroprotetor dos AINEs, 
mas esses fatos suportam a ideia de que a inflamação é uma característica 
fisiopatológica chave na DA, e o desenvolvimento de abordagens 
farmacoterapêuticas, levando em consideração essa característica, devem 
ser investigados para o tratamento da doença. 
 
1.5 O cloridrato de minociclina como uma alternativa farmacológica 
na DA 
 
O cloridrato de minociclina é um análogo semissintético da 
tetraciclina com ação antimicrobiana bacteriostática, inibindo a síntese 
proteica, com amplo espectro de ação contra bactérias gram-positivas e 
gram-negativas. É utilizado há mais de 30 anos e ultimamente sua 
utilização é mais comum no tratamento da acne vulgar (Garrido-Mesa et 
al., 2013). A minociclina é uma molécula altamente lipofílica, por via oral 
é rapidamente absorvida e pode facilmente ultrapassar a barreira 
hematoencefálica (BHE) (Colovic e Caccia, 2003). O tratamento a longo 
prazo em dosagens de até 200 mg/dia é considerado pela FDA bem 
tolerado e seguro em seres humanos, sendo os efeitos adversos mais 
comuns, náuseas, irritação gastrointestinal, vertigens e tontura moderada, 
que desaparecem com a descontinuação do tratamento (Group, 2004). 
Além dos seus efeitos antibacterianos, a minociclina possui 
propriedades anti-inflamatórias independentes da sua ação 
antimicrobiana, exercendo capacidade neuroprotetora, limitando a 
inflamação e o estresse oxidativo (Kuang et al., 2009). Em estudos pré-
clínicos a minociclina apresentou atividade neuroprotetora em várias 
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doenças neurodegenerativas, tais como, doença de Parkinson (Wu et al., 
2002), esclerose lateral amiotrófica (Zhu et al., 2002), doença de 
Huntington (Chen et al., 2000) e DA (Choi et al., 2007; Noble et al., 2009; 
Parachikova et al., 2010). Assim, este fármaco se mostrou uma possível 
alternativa farmacológica para a DA.  
Inicialmente, em um estudo in vitro foi demostrado que o 
tratamento com tetraciclina e doxiciclina inibiu a atividade 
amiloidogênica, inibindo a formação de agregados βA, evitando a 
formação das placas senis e também desmontando as placas pré-formadas 
(Forloni et al., 2001). Porém, o primeiro estudo que utilizou o tratamento 
com minociclina em modelo de DA em roedores foi conduzido por 
Hunter et al. (2004), no qual os ratos receberam injeções bilaterais no 
ventrículo cerebral da toxina Mu p75- saporin (SAP), que induz a perda 
seletiva de neurônios colinérgicos, e essa degeneração neuronal foi 
reduzida pelo tratamento com minociclina. A partir destes, vários estudos 
visaram desvendar os mecanismos pelo qual a minociclina exerce ação 
neuroprotetora, e observaram que a minociclina pode inibir a proteína 
cinase ativada por mitógeno p38, do inglês, p38 mitogen-activated 
protein kinase (p38 MAPK) e as metaloproteinases da matriz-9, do inglês, 
matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) (Tikka et al., 2001; Hunter et al., 
2004) regulando assim, a produção de mediadores inflamatórios.  
Foi observado também que a minociclina reduziu a fosforilação 
da tau (Noble et al., 2009; Cai et al., 2013) e reduziu fragmentos βA 
(Forloni et al., 2001; Cuello et al., 2010; Parachikova et al., 2010; Ferretti 
et al., 2012; Cai et al., 2013) em modelos de DA em camundongos 
transgênicos. Em culturas de células expostas ao glutamato e ao peptídeo 
βA, a incubação com minociclina impediu a ativação de caspases e 
indução de morte celular (Noble et al., 2009). Outros estudos também 
mostram que a minociclina inibiu vias apoptóticas (Chen et al., 2000; 
Wang et al., 2004; Noble et al., 2009) e a expressão de caspase-1 e 
caspase-3 em um modelo animal de doença de Huntington (Chen et al., 
2000). As caspases além de estarem intimamente associadas com a 
indução da cascata apoptótica e morte celular, podem clivar a APP e a 
proteína tau (Dickson, 2004). Além disso, após a ativação do 
inflammassoma NLRP3, ocorre a maturação da caspase-1, amplificando 
a resposta inflamatória (Tan et al., 2013). Assim, há grandes chances que 
um dos mecanismos de ação da minociclina seja evitar a formação do 
inflamassoma, mas isso ainda não foi testado experimentalmente. Todos 
os estudos pré-clínicos citados utilizando a minociclina, realizados em 
modelos animais de DA até o momento, estão resumidos em um artigo de 
revisão publicado recentemente (Budni et al., 2016). 
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Com os efeitos neuroprotetores da minociclina, de forma 
crescente, sendo comprovados em estudos pré-clínicos, foram iniciados 
estudos clínicos para testar a minociclina em doenças neurodegenerativas 
e psiquiátricas, como esquizofrenia (Levkovitz et al., 2010; Liu et al., 
2014), doença de Parkinson, no estudo realizado pela NINDS NET-PD 
Investigators (2006), doença de Huntington (Bonelli et al., 2004) e 
esclerose lateral amiotrófica (Gordon et al., 2004). Alguns estudos 
obtiveram resultados positivos na cognição desses pacientes, outros não 
foram tão promissores (Gordon et al., 2007; Group, 2010). Em 2014 foi 
iniciado um ensaio clínico de fase II, multicêntrico, duplo-cego, 
randomizado e controlado com placebo com a minociclina, em pacientes 
com DA, chamado Minocycline in Alzheimer's Disease (MADE), 
realizado pelo King´s College London (2015). Se este estudo mostrar 
resultados promissores, será um impulso para ensaios clínicos de Fase III. 
Porém os resultados preliminares deste estudo ainda não foram 
divulgados, sendo a previsão para dezembro de 2017. 
Assim, a minociclina parece ser uma alternativa farmacológica 
promissora para a DA, uma vez que ainda não há nenhum fármaco 
aprovado para doença que tenha ação anti-inflamatória, mesmo a 
neuroinflamação sendo um mecanismo chave na fisiopatologia da DA. 
Portanto, são necessários mais estudos para elucidar os mecanismos de 
ação da minociclina na neuroinflamação, assim como, propor alternativas 
farmacológicas para a doença que possam atuar em diferentes 
mecanismos fisiopatológicas da DA. 
 
1.6 Modelos de DA em roedores 
 
Os roedores são as espécies animais mais utilizadas para pesquisa 
pré-clínica. Dentre os motivos estão sua relação filogenética e à sua 
semelhança fisiológica com os seres humanos, a facilidade de mantê-los 
e criá-los em laboratório, sua rápida reprodução e seu período de vida 
curto (estimado em no máximo 3 anos), facilitando os estudos com 
envelhecimento por exemplo (Perlman, 2016).  
Modelos de roedores com modificações genéticas e transgênicos, 
que expressam mutações genéticas específicas de doenças 
neurodegenerativas auxiliam na pesquisa dos mecanismos patogênicos 
das demências e da DA (Shepherd et al., 2016). Para modelos animal de 
DA são utilizados camundongos transgênicos com mutações nos genes da 
APP, PSEN1, PSEN2, e ApoE (Elder et al., 2010), os quais desenvolvem 
a patologia amilóide idade-dependente, com deposição de placas βA 
similares ao que se encontra em pacientes diagnosticados com DA, além 
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de apresentarem prejuízo memória visuoespacial (Stover e Brown, 2012). 
Há também modelos transgênicos que expressam mais de uma mutação 
concomitantemente, como os modelos, APP/PS1 (Schmitz et al., 2004), 
5XFAD (Schneider et al., 2014), APP/tau (Lewis et al., 2001) e triplo 
transgênico 3xTgAD (Oddo et al.), que apresentam perda neuronal, 
acúmulo de βA e hiperfosforilação da tau, todas características da doença 
em um só animal. 
No presente estudo foi utilizado um modelo não transgênico de 
DA esporádica, induzido pela administração de βA1-42 
intracerebroventricular. Este modelo induz características neuroquímicas 
e fisiopatológicas semelhantes à DA em roedores, uma vez que causa 
morte neuronal, alterações inflamatórias, comportamentais e cognitivas 
em ratos e camundongos  (Poling et al., 2008; Ruiz-Muñoz et al., 2011; 
Prakash et al., 2013; Liu et al., 2015; Wang et al., 2016a; Garcez et al., 
2017). Com a administração dos oligômeros βA1-42 diretamente no 
cérebro, é possível avaliar a toxicidade ocasionada especificamente pelas 
espécies βA1-42 em roedores. Sendo essa a característica fisiopatológica 
mais implicada na DA. Os danos de memória causados pelo βA1-42 
iniciam 7 dias após a administração, podendo durar até 21 dias, o acúmulo 
de βA, o dano oxidativo e a inflamação também persistem mesmo 21 dias 
após a administração aguda dos oligômeros (Prakash et al., 2013).  
 
1.7 Justificativa do estudo 
 
A DA constitui um problema de saúde pública de grande impacto 
social e financeiro, já que é uma doença neurodegenerativa progressiva e 
nos estágios mais avançados o indivíduo fica completamente dependente 
dos familiares e cuidadores. Assim, a DA causa um enorme sofrimento 
para os indivíduos afetados e suas famílias. Segundo a Alzheimer´s 
Association (2015), ocorrerá uma grande sobrecarga nos sistemas de 
saúde em todo o mundo, uma vez que, são esperados que os custos 
mundiais com a doença ultrapassem U$$ 1 trilhão de dólares anuais em 
2050 considerando os custos com medicamentos e cuidados ao paciente.  
O tratamento farmacológico disponível atualmente para DA é 
apenas paliativo, não sendo capaz de evitar o desfecho da doença ou a sua 
evolução (Schmidt et al., 2015). A neuroinflamação emergiu como um 
importante mecanismo fisiopatológico da DA, já que os estudos da 
associação ampla do genoma observaram polimorfismos em vários genes 
relacionadas com a resposta inflamatória, endocitose e fagocitose em 
pacientes (Lambert et al., 2013; Ramanan et al., 2015; Ridge et al., 2016). 
Porém os fármacos disponíveis atualmente para o tratamento da DA agem 
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apenas aumentando a transmissão colinérgica e reduzindo a 
excitotoxicidade glutamatérgica, não abrangendo toda a fisiopatologia da 
doença, tornando-se necessário mais estudos para encontrar novos alvos 
farmacológicos para o tratamento da DA. 
No presente estudo foi proposto o tratamento com cloridrato de 
minociclina em um modelo animal de demência do tipo DA. Assim, a 
minociclina parece ser uma alternativa farmacológica promissora para a 
DA, uma vez que ainda não há nenhum fármaco aprovado para a doença 
que tenha ação anti-inflamatória, mesmo a neuroinflamação sendo um 
mecanismo chave na fisiopatologia da DA. A minociclina é uma molécula 
altamente lipofílica, que ultrapassa facilmente a barreira 
hematoencefálica e apresenta atividade neuroprotetora em várias doenças 
neurodegenerativas (Chen et al., 2000; Wu et al., 2002; Zhu et al., 2002), 
inclusive na DA (Choi et al., 2007; Noble et al., 2009; Parachikova et al., 
2010). Com isso, este fármaco parece ser uma possível alternativa 
farmacológica para a DA, porém, os mecanismos neuroprotetores desse 
medicamento na doença ainda não estão elucidados, justificando assim, a 
relevância do presente estudo.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivo geral 
 
Avaliar o efeito do tratamento com cloridrato de minociclina na 
memória e neuroinflamação induzida pela administração de oligômeros 
βA1-42 em camundongos Balb/c. 
 
2.2 Objetivos específicos 
 
 Avaliar a locomoção de camundongos Balb/c tratados 
com cloridrato de minociclina após a administração de oligômeros βA1-
42; 
 Avaliar a memória espacial de camundongos Balb/c 
tratados com cloridrato de minociclina após a administração de 
oligômeros βA1-42; 
 Avaliar a memória de trabalho de camundongos Balb/c 
tratados com cloridrato de minociclina após a administração de 
oligômeros βA1-42; 
 Avaliar a memória aversiva de camundongos Balb/c 
tratados com cloridrato de minociclina após a administração de 
oligômeros βA1-42; 
 Avaliar os níveis de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-4 
e IL-10) em córtex total, hipocampo e soro de camundongos Balb/c 
tratados com cloridrato de minociclina após a administração de 
oligômeros βA1-42; 
 Avaliar os níveis das neurotrofinas BDNF e NGF em 
córtex total, hipocampo e soro de camundongos Balb/c tratados com 
cloridrato de minociclina após a administração de oligômeros βA1-42; 
 Realizar o conteúdo e a imunomarcação de peptídeo βA, 
do marcador pré-sináptico sinaptofisina, do marcador de ativação 
microglial iba-1, e da via de sinalização de inflamação toll-like 2, MyD88 
e NLPR3, no hipocampo de camundongos Balb/c tratados com cloridrato 
de minociclina após a administração de oligômeros βA1-42;  
 Avaliar a viabilidade neuronal em cortes histológicos de 
hipocampo de camundongos Balb/c tratados com cloridrato de 
minociclina após a administração de oligômeros βA1-42; 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
3.1 Animais 
 
Foram utilizados no presente estudo camundongos Balb/c 
machos com 100 dias de idade quando iniciado o experimento, pesando 
30-40 g procedentes do biotério da UNESC. Os animais foram mantidos 
em ciclo claro/escuro de 12 horas, com alimento e água disponíveis. Eles 
foram alojados em gaiolas de plástico com maravalha. Todas as 
manipulações foram realizadas entre às 8h e às 16h. O comitê de ética 
local (Comitê de Ética em Uso Animal - CEUA da Universidade do 
Extremo Sul Catarinense) aprovou este estudo sob o número de protocolo 
052/2016-2 em substituição ao protocolo inicial número 080/2015-1. 
Todos procedimentos experimentais foram executados dentro das 
diretrizes do Conselho nacional de controle de experimentação animal 
(CONCEA). 
 
3.2 Indução do modelo animal pela administração de oligômeros βA1-
42 
 
O peptídeo βA1-42 (Tocris Bioscience, Bristol, UK) foi dissolvido 
numa solução de tampão fosfato (NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, 
KH2PO4 1,8 mM, KCl 2,7 mM, pH 7,5) na concentração de 1 μg/μL. A 
solução foi incubada durante 7 dias em estufa a 37 °C e 5% de CO2 para 
permitir a agregação dos peptídeos βA1-42 em oligômeros (Ueda et al., 
1994; Resende et al., 2008; Ruiz-Muñoz et al., 2011). Após a agregação 
a solução foi armazenada a -20 °C até a sua utilização. No dia da 
administração a solução foi diluída na dose final de 100 pmol/µL em 
líquido cefalorraquidiano artificial (ACSF) (NaCl 24 mM, KCl 2,5 mM, 
MgSO4 2,0 mM, KH2PO4 1,25 mM, 26 MM de NaHCO3, glucose 10 mM 
e sacarose 4 mM). Os camundongos foram anestesiados com isoflurano 
(1,5%) utilizando um aparelho de anestesia inalatória. Os oligômeros βA 
foram injetados através de uma agulha de aço inoxidável de calibre 28 
com 3 mm de comprimento acoplada a uma seringa de Hamilton. A 
agulha foi inserida unilateralmente através da pele e do crânio diretamente 
no ventrículo lateral esquerdo. A localização do bregma foi realizada pela 
visualização de um triângulo equilátero, traçando uma linha entre os olhos 
e a parte superior aos olhos do camundongo, e a partir desse ponto, foi 
medido 1mm posterior e 1mm para lateral esquerda, a agulha foi inserida 
nesse ponto a uma profundidade de 2,5mm (figura 3) (Laursen e Belknap, 
1986; Gomes et al., 2013). Os oligômeros βA foram injetados no volume 
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de 4 μl (400 pmol/sítio) ao longo de um período de 10 segundos, seguido 
por um atraso de 10 segundos para permitir a total difusão da solução. 
                     
 
Figura 3: Local da injeção dos oligômeros βA1-42 em camundongos Balb/c. A 
figura A mostra a localização da injeção do βA1-42.  Um camundongo Balb/c foi 
injetado no ventrículo lateral esquerdo com βA1-42 (400 pmol) e imediatamente 
após, foi realizada a retirada do cérebro para marcação imuno-histoquímica com 
anticorpo anti-βA para visualização do local da injeção; a figura B mostra a 
estimativa de localização onde foi realizada a injeção i.c.v. de acordo com o Atlas 
Allen Mouse Brain. Fonte: Do autor. 
 
3.3 Tratamento e desenho experimental 
 
O cloridrato de minociclina (Ranbaxy Laboratories) foi diluído 
em água para administração oral (v.o.) na dose de 50 mg/kg de peso 
corporal do camundongo, administrado por gavagem, uma vez por dia (15 
horas da tarde), durante um período de 17 dias (Garwood et al., 2010; 
Ferretti et al., 2012). O tratamento foi iniciado 24 horas após a 
administração intracerebroventricular (i.c.v.) dos oligômeros βA 1-42. Os 
animais foram distribuídos aleatoriamente em quatro grupos 
experimentais: animais controle, que recebem ACSF i.c.v. e água v.o. 
(ACSF + água), controle minociclina, que receberam ACSF i.c.v. e 
minociclina 50 mg/kg v.o (ACSF + minociclina), modelo animal de 
demência do tipo DA não tratados, que receberam os oligômeros βA1-42 
i.c.v. e água v.o (βA1-42 + água ), e modelo animal de demência do tipo 
DA tratados com minociclina, que receberam os oligômeros βA1-42 i.c.v. 
e minociclina 50 mg/kg v.o (βA1-42 + minociclina) . Os experimentos 
foram divididos em duas etapas, ambas contendo os mesmos 4 grupos 
experimentais. Na etapa 1 foi realizado o teste de labirinto octogonal e 
retiradas amostras para imunoensaio enzimático e na etapa 2 foram 
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realizados os testes de campo aberto, labirinto em Y e esquiva inibitória. 
Totalizando 48 animais por etapa e 96 animais em todo estudo (figura 4).  
 
3.3.1 Etapa 1 
 
Os animais foram administrados com ACSF i.c.v ou βA1-42 i.c.v 
e 24 horas após foi iniciado o tratamento com minociclina 50 mg/kg v.o 
durante 17 dias. No 14º dia de tratamento com minociclina foi realizada 
a habituação do teste de labirinto octogonal, no 15 º, 16º, 17º e 18º dias 
do protocolo experimental foi realizado o teste de labirinto octogonal 
(figura 4). No 18º dia, 24 horas após o último tratamento com minociclina, 
e após a realização do teste comportamental foi realizada a eutanásia dos 
animais por deslocamento cervical. O sangue foi retirado logo após a 
decapitação, e o córtex total e o hipocampo foram dissecados e colocados 
imediatamente em nitrogênio líquido e armazenados a -80 ºC para 
posteriores análises bioquímicas. 
 
 
Figura 4: Linha do tempo do protocolo experimental da etapa 1. Fonte: Do autor. 
 
3.3.2 Etapa 2 
 
Os animais foram administrados com ACSF i.c.v ou βA1-42 i.c.v 
e 24 horas após foi iniciado o tratamento com minociclina 50 mg/kg v.o 
durante 17 dias. No 15º dia de tratamento com minociclina foi realizado 
o teste de campo aberto, no 16 º dia foi realizado o teste de labirinto em 
Y, e no 17º e 18º dias do protocolo foi realizado o teste de esquiva 
inibitória (figura 5). No 18º dia, 24 horas após o último tratamento com 
minociclina, e após a realização do teste comportamental foi realizada a 
eutanásia de metade dos animais por deslocamento cervical (n=6), e o 
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hipocampo foi dissecado e colocado imediatamente em nitrogênio líquido 
e armazenados a -80 ºC para posteriores análises bioquímicas de western 
blott. A outra metade dos animais (n=6) foram perfundidos com salina e 
paraformoldeído e o encéfalo inteiro foi retirado para as análises de 
imuno-histoquímica e histologia. Para verificar as proteínas que estavam 
envolvidas no efeito da minociclina na sinalização inflamatória e 
viabilidade neuronal, foi utilizado o hipocampo, o qual é descrito ser a 
estrutura mais afetada na DA (Weiner et al., 2017). 
 
 
Figura 5: Linha do tempo do protocolo experimental da etapa 2. Fonte: Do autor. 
 
3.4 Testes comportamentais 
 
3.4.1 Labirinto octogonal 
 
O aparato do labirinto octogonal consiste em 8 braços, 
numerados de 1 a 8 (48 × 12 cm), que se estende radialmente a partir de 
uma área central (32 cm de diâmetro). O aparelho é colocado a 50 cm 
acima do chão, e possui formas geométricas posicionadas na reta do braço 
o qual é colocada a recompensa. Esse teste é usado para avaliar a memória 
espacial.  No primeiro dia, os camundongos foram colocados um de cada 
vez no aparato para explorar livremente durante 5 minutos, sem 
recompensa, apenas para se habituarem ao equipamento. Após, 
retornaram a caixa moradia e foram devolvidos ao biotério com um cereal 
de chocolate (Nescau Cereal®) por animal em cada caixa moradia, para 
se habituarem a comida (recompensa), juntamente com a ração padrão do 
biotério, porém essa foi racionada (2,5 g por animal) para que no dia 
seguinte (primeiro dia de teste) os animais estivessem com fome para 
facilitar a realização da tarefa. No primeiro dia de teste o animal foi 
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colocado novamente no aparato e quatro dos oito braços do labirinto 
possuíam a recompensa (cereal), e nestes mesmos braços as pistas 
geométricas. Cada animal teve 10 minutos para realizar a tarefa de 
encontrar a recompensa nos 4 braços, quando o animal encontrou as 4 
recompensas ou passados os 10 minutos, eles foram devolvidos à caixa 
moradia, onde novamente foi realizado o racionamento de comida e eles 
foram devolvidos ao biotério. Esse procedimento foi realizado da mesma 
forma nos 3 dias subsequentes, totalizando 4 dias de teste com intervalos 
de 24 horas. Os parâmetros avaliados foram: tempo total para encontrar a 
recompensa nos 4 braços; erros totais (nº de entradas) em cada braço para 
encontrar a recompensa; erros de trabalho (nº de entradas) em braços que 
a recompensa já havia sido ingerida anteriormente (memória de trabalho); 
e erros de referência (nº de entradas) em braços que não havia a 
recompensa (memória de referência) (Foyet et al., 2011; Hritcu et al., 
2012). Uma hora após a finalização do teste os animais foram submetidos 
a eutanásia como descrito anteriormente. 
 
3.4.2 Campo aberto 
 
O campo aberto consiste em um aparato de 40 x 60 cm delimitado 
por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro 
transparente. O piso do campo aberto é dividido em 12 quadrados iguais 
marcados por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados 
no quadrado posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual tiveram 5 
minutos para explorar livremente o ambiente. Imediatamente após, os 
animais voltaram para a caixa moradia e para o biotério. Foram medidos 
os números de “cruzamentos” que o animal realizou através das linhas 
pretas da caixa, para avaliar a locomoção destes animais (Wang et al.; 
Salehi-Sadaghiani et al., 2012). 
 
3.4.3 Labirinto em Y 
 
Esse teste é realizado para avaliar a memória de reconhecimento 
espacial dos animais. O aparelho é feito de MDF preto e possui três braços 
iguais (50 x 10 x 20 cm, cada braço) afastados em 120°. Este foi colocado 
em uma sala escura com iluminação de lâmpada vermelha, para deixar os 
animais mais confortáveis para explorar (Deacon e Rawlins, 2006) e com 
dicas visuais nas paredes do braço para facilitar a localização espacial dos 
animais. O protocolo consiste de duas sessões separadas por um intervalo 
de 2 horas. Na primeira sessão, o animal foi colocado no final de um dos 
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braços, chamado de braço de “partida”, e teve livre acesso para explorar 
o “outro braço” durante 5 min. Nesta sessão inicial, o terceiro braço do 
labirinto estava bloqueado por uma porta guilhotina. Após os 5 minutos 
os animais retornaram a caixa moradia. Depois de 2 horas, na segunda 
sessão, o animal foi novamente colocado no braço de “partida” do 
labirinto para explorar livremente os três braços durante 5 min, já com o 
braço que estava fechado anteriormente, chamado de braço “novo” 
disponível para exploração. O tempo de permanência em cada braço foi 
registrado, para avaliar a preferência dos animais por explorar o braço 
“novo” que não pôde ser explorado na primeira sessão (Dellu et al., 1997). 
 
3.4.4 Esquiva inibitória  
 
O teste de esquiva inibitória é utilizado para avaliar a memória 
aversiva dos animais. Consiste em uma caixa de acrílico na qual o piso é 
formado por barras paralelas de metal. Uma plataforma é colocada junto 
à parede esquerda do aparelho. Na sessão de treino, os animais foram 
colocados sobre a plataforma e foi cronometrado o tempo em que o 
animal levou para descer com as quatro patas (latência), o tempo máximo 
para o animal descer é de 180 segundos, os animais que não desceram 
neste tempo foram descartados do estudo. Imediatamente após descer da 
plataforma, o animal recebeu um choque de 0,4 mA durante 2 segundos. 
Na sessão de teste, o animal foi novamente colocado na plataforma e 
cronometrado o tempo em que ele levou para descer da plataforma 
(latência), no tempo máximo de 180 segundos, porém não foi mais 
administrado choque. A latência é um parâmetro clássico de retenção de 
memória. Os intervalos entre o treino e o teste foram de 5 segundos, (para 
avaliar memória imediata), 1,5 horas (para avaliar memória de curta 
duração) e 24 horas (para avaliar de longa duração), sempre sem o choque 
que é aplicado apenas uma vez no treino (Izquierdo et al., 1998; Roesler 
et al., 2003). Após o término do teste, os animais voltaram à caixa moradia 
e uma hora depois foi realizada a eutanásia como descrito anteriormente. 
 
3.5 Análises Imunoquímicas 
 
3.5.1 Imunoensaio enzimático  
 
As amostras de córtex total, hipocampo e soro foram 
solubilizadas para análise dos níveis das de citocinas e os fatores 
neurotróficos em tampão fosfato. Foram avaliadas as citocinas TNF-α, 
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IL-1β, IL-6, IL-4 e IL-10, e os fatores neurotróficos BDNF e NGF. Estes 
foram quantificadas por kits de imunoensaio enzimático (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA), conforme as recomendações do fabricante, 
descritas a seguir. As placas de microtitulação (96 poços de fundo plano) 
foram incubadas durante a noite com o anticorpo de captura. 
Posteriormente, as placas foram lavadas três vezes com tampão fosfato de 
lavagem, e em seguida, foram bloqueadas com uma solução de tampão 
fosfato com albumina 1% durante 1 hora. Após, foram incubadas as 
amostras homogeneizadas e a curva padrão, diluídas em solução tampão, 
durante 2 horas. Posteriormente, as placas foram lavadas três vezes com 
tampão de lavagem, e em seguida, incubadas com anticorpo de detecção 
por mais 2 horas. Depois das lavagens, foi incubado uma peroxidase 
conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e após o substrato 
(peróxido de hidrogênio e tetrametilbenzidina, 1:1), e a reação foi 
finalizada pela adição de ácido sulfúrico 2N. As placas foram lidas à 
450nm em espectrofotômetro. A proteína total foi mensurada de acordo 
com Lowry et al. (1951), usando albumina de soro bovino como padrão.  
 
3.5.2 Imunodetecção por western blot 
 
O hipocampo foi homogeneizado em tampão composto por 
duodecil sulfato de sódio 4%, Tris 50 mM, EDTA 100mM e β-
mercaptoetanol 8%, pH 6,8. As amostras foram submetidas a eletroforese 
em gel de poliacrilamida 14-16% em duodecil sulfato de sódio em um 
sistema "mini-gel" (BioRad®). Após a eletroforese, as proteínas foram 
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Amersham®), 
utilizando um sistema de transferência (BioRad). As proteínas de 
interesse foram identificadas através do uso de anticorpos primários da 
Merck Millipore, anti- βA1-42 (cod. MABN10, USA), sinaptofisina (cod. 
MAB368, USA), iba-1 (cod. MABN92, USA), TLR2 (cod. 06-1119, 
USA), MyD88 (cod. Ab16527, USA), NLRP3 (cod. 06-1344, USA) e β-
actina da Sigma Aldrich (cod. A2228, USA) incubados na concentração 
de 1:1000, menos iba-1, que foi utilizado na concentração de 1:500. As 
membranas foram incubadas overnight. Após, foi realizado lavagens com 
tampão composto por tris básico, e o anticorpo secundário específico 
(conjugado à peroxidase) foi incubado por 1 hora, e após lavagens foi 
realizada a revelação das membranas por quimioluminescência utilizando 
um kit ECL da Amersham®, visualizadas e fotografadas utilizando um 
fotorevelador. As proteínas foram mensuradas de acordo com o método 
de Lowry et al. (1951) usando albumina de soro bovina como padrão. A 
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quantificação foi realizada por densitometria das bandas, utilizando o 
software ImageJ.          
 
3.5.3 Perfusão transcardíaca e realização dos cortes 
histológicos 
 
Os camundongos foram anestesiados com hidrato de cloral (400 
mg/kg, i.p) e foi realizada a perfusão transcardíaca através de uma incisão 
no ventrículo esquerdo do coração, perfundidos com solução salina (20 
mL por animal) seguida de paraformaldeído 4% em tampão fosfato 0,1M 
(pH 7,4). Os encéfalos foram removidos e colocados em um frasco 
contendo uma solução de paraformaldeído a 4% durante 24 horas. Após, 
os cérebros passaram por três banhos de 40 minutos de etanol (Vetec), 
seguido de três banhos de xileno (Vetec) de 40 minutos cada, e embebidos 
em cera de parafina (Sigma) a 55 ºC em estufa com três imersões de 1 
hora cada. Após, os encéfalos foram emblocados em parafina e guardados 
na geladeira até a realização dos cortes. Os cortes coronais (10µm de 
espessura) foram realizados utilizando um micrótomo (Yin et al., 2017). 
Assim que foi iniciada a visualização do hipocampo foi realizado 
aproximadamente 70 cortes de 10µm e descartados ao longo do eixo 
rostrocaudal, para chegar na região dorsal do hipocampo referente a 
posição P56 do Atlas Allen Brain Mouse e Paxinos G e Franklin KBJ 
(2004). A porção dorsal do hipocampo está intimamente relacionada com 
a modulação de processos cognitivos tais como aprendizagem, memória, 
navegação e exploração (Fanselow e Dong, 2010). Para confirmar se 
todos os cérebros estavam na mesma região hipocampal, os cortes foram 
visualizados em microscópio para confirmar a mesma morfologia. Os 
cortes foram utilizados consecutivamente, sendo dois cortes (duplicata) 
de cada cérebro (n=5 por grupo) utilizadas em ordem para cada anticorpo 
(quatro anticorpos no total) ou colorações histológicas (duas colorações 
no total). A visualização e comparação dos cortes foi realizada utilizando 
o Atlas Allen Mouse Brain e Paxinos G e Franklin KBJ (2004). 
 
3.5.4 Imuno-histoquímica  
 
Os cortes coronais de encéfalo (10µm) foram desparafinizados 
com três banhos de 5 minutos de xileno (Vetec), e reidratados com três 
banhos de etanol (Vetec) de 5 minutos. Após, foram lavados em água 
destilada e realizada e reativação antigênica com tampão citrato em 
banho-maria na temperatura de 95-98ºC. Após, os cortes foram lavados 
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em tampão fosfato, e foi realizado o bloqueio das peroxidases endógenas 
com peróxido de hidrogênio diluído em metanol, depois, lavados 
novamente em tampão e bloqueados em solução de soro de cabra (kit da 
Millipore, cod. DAB500). Após mais uma lavagem em tampão, os cortes 
foram incubados com os anticorpos primários anti- (βA1-42, iba-1, TLR2 
e NLRP3), os mesmos utilizados para técnica de western blot, diluídos 
em albumina bovina 2% ou apenas em albumina sem o anticorpo 
(controle negativo) durante 1 hora. Os controles positivos de cada 
anticorpo foram: cérebro de camundongo injetado com βA1-42 (controle 
do βA1-42), baço humano (iba-1), placenta humana (TLR2) e filamentos 
de actina muscular humana (NLRP3).  Após, os cortes foram lavados e 
incubados com o anticorpo secundário anti-imunoglobulina biotinilado 
apropriado (kit da Millipore, cod. DAB500) durante 30 minutos. Foram 
lavados em tampão e adicionada a streptavidina-biotina-peroxidase (kit 
da Millipore, cod. DAB500) durante 10 minutos no abrigo de luz. Após a 
lavagem foi colocado a solução de DAB (3,3’-diaminobenzidine 
tetrahydrochloride hydrate) (kit DAB500 Millipore) por 5 minutos no 
abrigo de luz, lavadas novamente em tampão, e contra coradas com 
hematoxilina durante 1 minuto. Após, todos os cortes foram incubados 
em etanol três vezes de 5 minutos e desidratados com xileno três vezes de 
5 minutos, para confecção das lâminas montadas com Entellan® e 
visualizados no microscópio invertido Eclipse Ti-U da Nikon 
Instruments, acoplado a uma câmera digital. Foram realizadas fotos do 
hipocampo bilateralmente, da região CA1, CA3 e giro denteado, no 
aumento de 200x. A quantificação da imunomarcação foi realizada pela 
seleção das regiões identificadas como marcadas positivamente para o 
cromógeno, as quais foram feitas manualmente através da demarcação 
direta sobre cada imagem e quantificadas utilizando o comando 
“Threshold colour” do software Image J. 
 
3.5.5 Histologia  
 
Os cortes coronais de encéfalo (10µm) foram desparafinizados 
com três banhos de 5 minutos de xileno (Vetec), e reidratados com três 
banhos de etanol (Vetec) de 5 minutos, após, foram lavados em água e 
corados com hematoxilina (durante 5 minutos) ou violeta cresila (durante 
15 minutos) e lavados com água novamente. Os cortes corados com 
hematoxilina foram corados com eosina durante 1 minuto e lavados em 
água corrente. Todas as lâminas foram incubadas no etanol três vezes de 
5 minutos e desidratados com xileno três vezes de 5 minutos. Após, as 
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lâminas foram montadas com Entellan®, e visualizadas no microscópio 
invertido Eclipse Ti-U da Nikon Instruments, acoplado a uma câmera 
digital. As fotos foram realizadas no aumento de 40x e 200x. A coloração 
com violeta cresila é chamada de coloração de Nissl e é utilizada para 
avaliar o número de neurônios e núcleos picnóticos, para isso, os 
neurônios com aspecto apoptótico ou necrótico de ambos hipocampos 
(bilateral), de todas as regiões, de cada encéfalo foram contados no 
aumento de 400x (Dhull et al., 2012). A coloração de hematoxilina-eosina 
(HE) é utilizada para visualizar possíveis mudanças morfológicas do 
encéfalo, uma vez que a hematoxilina é utilizada para corar os 
grupamentos ácidos dos ácidos nucléicos pela coloração roxa e a eosina 
cora de rosa estruturas acidófilas do citoplasma das células, permitindo a 
visualização das células cerebrais (Mukumoto et al., 2017). 
 
3.6 Análise estatística  
 
Os resultados foram analisados utilizando o programa 
STATISTICA versão 8.0 (StatSoft, Inc., USA). O teste de normalidade 
Shapiro–Wilk foi realizado para confirmar se os dados possuíam uma 
distribuição normal. Os resultados do teste de labirinto octogonal foram 
analisados por análise de variância de duas vias de medidas repetidas 
(repeated measures via two-way ANOVA), seguido do teste de post hoc 
Duncan quando o p< 0,05. Os dados do campo aberto foram analisados 
por ANOVA de duas vias, o teste de labirinto em Y foi analisado por teste 
t pareado, considerando o p<0,05 estatisticamente significativo. Os dados 
dos testes citados foram apresentados como média + erro padrão da 
média. O teste de esquiva inibitória foi avaliado pelo teste de Wilcoxon, 
já que os dados não possuíam distribuição normal considerando o p<0,05 
estatisticamente significativo e os dados estão expressos como mediana + 
intervalo interquartil. Os dados de imunoensaio enzimático e coloração 
de Nissl foram analisados por ANOVA de duas vias seguido do teste post 
hoc de Tukey quando o p< 0,05. A correlação entre os níveis de citocinas 
e os erros totais para encontrar a recompensa no labirinto octogonal foram 
avaliados pelo coeficiente de correlação linear de Pearson. Os dados 
bioquímicos de western blot e imuno-histoquímica foram analisados por 
ANOVA de duas vias seguido do teste post hoc de Newman-Keuls 
quando o p< 0,05. Os dados foram expressos como média + erro padrão 
da média.  
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4. RESULTADOS  
 
Os resultados do labirinto octogonal foram analisados por análise 
de variância de duas vias de medidas repetidas (repeated measures via 
two-way ANOVA), utilizando como fatores o modelo e o tratamento. Os 
dados apresentaram diferença significativa no teste de ANOVA quando 
observado a latência para encontrar a recompensa (F (3,78) = 4,48; p 
<0,05), erros totais para encontrar a recompensa [F (3,78) = 11,97; 
p<0,001], erros de memória de referência [F (3,78) = 16,57; p<0,0001] e 
erros de memória de trabalho [F (3,78) = 10,25; p<0,001]. Os animais que 
receberam a administração de oligômeros βA1-42 apresentaram 
comprometimento de memória espacial quando comparados ao grupo 
controle (que receberam ACSF), quando observada a latência para 
encontrar a recompensa no 2º, 3º e 4º dias do teste (p <0,01). A 
minociclina foi capaz de prevenir este dano no 3º (p<0,05) e 4º dias 
(p<0,05) (figura 6A). A Figura 6B mostra os erros totais para encontrar a 
recompensa (número de entrada nos braços antes de encontrar as 4 
recompensas). Neste caso, os animais administrados com βA1-42 
cometeram mais erros do que o grupo controle já a partir do segundo dia 
do teste (p <0,01). Os animais que receberam tratamento minociclina 
cometeram menos erros quando comparados com os animais submetidos 
ao modelo de demência no 2º, 3º (p <0,01) e 4º dia de teste (p <0,001). 
Ao comparar a memória de referência (figura 6C), os animais submetidos 
ao modelo βA1-42 entraram mais vezes em braços que não continham 
recompensa do que os animais controle (p <0,01). Quando tratados com 
minociclina houve prevenção dos danos de memória de referência nestes 
animais no 2º, 3º (p <0,01) e 4º dias de teste (p <0,001). A Figura 6D 
mostra que a minociclina melhorou a memória de trabalho no 2º, 3º (p 
<0,01) e 4º dia de teste (p <0,001) quando comparado ao grupo do modelo 
de demência do tipo DA, que apresentou comprometimento da memória 
de trabalho no 2º, 3º (p <0,01) e 4º dia de teste (p <0,001) quando 
comparado ao grupo controle. 
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Figura 6: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg), no teste de labirinto 
octogonal, em camundongos Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução 
do modelo animal de demência do tipo DA. A figura A mostra a latência em 
segundos para encontrar a recompensa nos 4 braços. B mostra os erros totais de 
entrada nos braços antes de encontrar a recompensa nos 4 braços; A figura C 
mostra o número de entradas nos braços que não continham recompensa, 
considerados erros de memória de referência e D mostra o número de entradas 
nos braços em que a recompensa já havia sido previamente consumida, 
considerados erros de memória de trabalho. Os dados são expressos como média 
± erro padrão da média de 10-12 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado 
com o grupo de ACSF + água (controle) e #p<0,05 quando comparado com o 
grupo βA1-42 + minociclina. 
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Não houve alteração da locomoção dos animais em nenhum dos 
grupos experimentais quando avaliados no teste de campo aberto 
(p=0,90) (figura 7). 
  
                    
Figura 7: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) na locomoção de 
camundongos Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo 
animal de demência do tipo DA avaliada no teste de campo aberto. Os dados são 
expressos como média ± erro padrão da média de 10-12 animais por grupo. 
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O teste de labirinto em Y (figura 8) foi analisado por teste T de 
Student pareado e observou-se que os animais controle ficaram mais 
tempo no braço novo quando comparado ao “outro” braço [t (1,10) = 2,41; 
p<0,05], demonstrando que souberam se localizar espacialmente e 
reconhecer qual era o braço novo, o mesmo ocorreu com os animais 
controle minociclina, os quais permaneceram mais tempo no braço novo 
[t (1,10) = 2,37; p<0,05]. Já os animais submetidos ao modelo de 
demência do tipo DA não foram capazes de reconhecer o braço novo e 
exploraram tanto quanto o outro braço já explorado anteriormente no 
treino [t (1,10) = 0,50; p=0,62] e a minociclina reverteu esse dano de 
memória espacial [t (1,10) = 2,59; p<0,05]. 
 
Figura 8: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) no teste de labirinto 
em Y em camundongos Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do 
modelo animal de demência do tipo DA. A figura mostra o tempo de exploração 
em segundos em cada braço do labirinto. Os dados são expressos como média ± 
erro padrão da média de 10-12 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado 
com o “outro” braço. 
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A figura 9 mostra o teste de esquiva inibitória. Esse teste foi 
analisado pelo teste não paramétrico Wilcoxon. Os animais controle 
demonstraram aprendizado da memória imediata, de curta e longa 
duração (p<0,05). Assim como os animais controle minociclina nas 
memórias imediata, de curta e de longa duração (p<0,05). Os animais que 
foram submetidos ao modelo de demência tiveram a retenção apenas da 
memória de curta duração (p<0,05), porém tiveram danos de memória 
imediata (p=0,09) e de longa duração (p=0,06), e a minociclina conseguiu 
prevenir esses danos de memória aversiva, já que os animais do grupo 
tratado não apresentaram danos em nenhum dos tempos avaliados 
(p<0,01).  
 
 
Figura 9: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) no teste de esquiva 
inibitória em camundongos Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução 
do modelo animal de demência do tipo DA. A figura mostra a latência em 
segundos que os animais levaram para descer da pataforma. 5 segundos após o 
treino os animais foram recolocados na plataforma para avaliar a memória 
mediata, 1,5 horas novamente para avaliar a memória de curta duração e 24 horas 
após o treino para avaliar a memória de longa duração. Os dados são expressos 
como mediana ± intervalo interquartil de 10-12 animais por grupo, *p<0,05 
quando comparado com o treino. 
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A Figura 10 mostra que os níveis de IL-1β aumentaram no córtex 
total (figura 10A), hipocampo (figura 10B) e soro (figura 10C) dos 
animais que receberam os oligômeros βA quando comparados com os 
animais controle. Houve interação entre o modelo e o tratamento no 
córtex total [F (1,16) = 17,45; p <0,01], hipocampo [F (1,16) = 21,89; p 
<0,01], e soro (F (1,16) = 5,40, p <0,05), uma vez que a minociclina foi 
capaz de prevenir o aumento ocasionado pelo βA no córtex total e 
hipocampo (p<0,001) e no soro (p<0,05). Além disso, houve uma 
correlação positiva entre os níveis de IL-1β no hipocampo e erros totais 
para encontrar a recompensa no labirinto octogonal (figura 10D) (r = 0,23; 
p <0,05), mostrando associação entre o aumento dessa citocina pró-
inflamatória no hipocampo e o dano de memória espacial.  
     
 
Figura 10: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de IL-
1β em estruturas cerebrais e soro de camundongos Balb/c administrados com βA1-
42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura A 
mostra os níveis de IL-1β (pg/mL) no córtex total; B mostra os níveis de IL-1β 
(pg/mL) no hipocampo e a figura C no soro. A figura D mostra a correlação 
positiva entre os níveis de IL-1β no hipocampo e os erros totais para encontrar a 
recompensa no teste de labirinto octogonal. Os dados são expressos como média 
± erro padrão da média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 em quando comparado 
com o grupo de ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 
+ água. 
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Os níveis de TNF-α estão ilustrados na figura 11. Houve um 
aumento de TNF-α no córtex total [F (1,16) = 14,69; p<0,01] e hipocampo 
[F (1,16) = 6,44; p<0,05] no grupo que recebeu os oligômeros βA1-42 
quando comparado ao controle; A minociclina foi capaz de prevenir este 
efeito no córtex total (p<0,01) (figura 11A) e no hipocampo (p<0,05) 
como mostrado na figura 11B. Não houve diferença estatística no soro 
(figura 11C). Ainda, no córtex total, houve correlação positiva (r = 0,26; 
p<0,01) entre os níveis de TNF-α e os erros totais para encontrar a 
recompensa no labirinto octogonal (figura 11D), correlacionando a 
neuroinflamação e comprometimento da memória. 
          
 
Figura 11: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de TNF-
α em estruturas cerebrais e soro de camundongos Balb/c administrados com βA1-
42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura A 
mostra os níveis de TNF-α (pg/mL) no córtex total; B mostra os níveis de TNF-
α (pg/mL) no hipocampo e a figura C no soro. A figura D mostra a correlação 
positiva entre os níveis de TNF-α no córtex total e os erros totais para encontrar 
a recompensa no teste de labirinto octogonal. Os dados são expressos como média 
± erro padrão da média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 em quando comparado 
com o grupo de ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 
+ água. 
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Não houve alteração nos níveis de IL-6 no córtex total (p=0,56) 
(figura 12A), nem no soro (p=0,53) (figura 12C), em nenhum dos grupos 
experimentais, apenas no hipocampo [F (1,16) =13,43; p<0,01] (figura 
12B). Os animais submetidos ao modelo de DA apresentaram um 
aumento de IL-6 (p<0,05) e a minociclina foi capaz de prevenir esse 
aumento (p<0,05).  Porém, não foi observado correlação entre os níveis 
de IL-6 e o teste comportamental no labirinto octogonal. 
      
 
Figura 12: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de IL-6 
em estruturas cerebrais e soro de camundongos Balb/c administrados com βA1-42 
i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura A mostra 
os níveis de IL-6 (pg/mL) no córtex total; B mostra os níveis de IL-6 (pg/mL) no 
hipocampo e a figura C no soro. Os dados são expressos como média ± erro 
padrão da média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 em quando comparado com 
o grupo de ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 + 
água. 
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A Figura 13 mostra os níveis de IL-4. A minociclina reverteu o 
aumento dos níveis de IL-4 causado pela administração de βA no córtex 
total (figura 13A) [F (1,16) = 5,86; p <0,05], e no soro (figura 13C) [F 
(1,16) = 9,64; p<0,01], mas não foi capaz de prevenir o aumento no 
hipocampo (figura 13B) [F (1,16) = 0,35; p= 0,56], embora o modelo 
tenha causado aumento desta citocina (p<0,01). Além disso, houve uma 
correlação positiva (r = 0,50; p<0,001) entre os níveis de IL-4 e erros 
totais para encontrar a recompensa no labirinto octogonal (figura 13D), 
correlacionando o aumento dessa citocina anti-inflamatória e o 
comprometimento da memória espacial. 
           
 
Figura 13: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de IL-4 
em estruturas cerebrais e soro de camundongos Balb/c administrados com βA1-42 
i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura A mostra 
os níveis de IL-4 (pg/mL) no córtex total; B mostra os níveis de IL-4 (pg/mL) no 
hipocampo e a figura C no soro. A figura D mostra a correlação positiva entre os 
níveis de IL-4 no córtex total e os erros totais para encontrar a recompensa no 
teste de labirinto octogonal. Os dados são expressos como média ± erro padrão 
da média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 em quando comparado com o grupo 
de ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 + água. 
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Não houve diferença estatística nos níveis de IL-10 entre os 
grupos no córtex total (figura 14A) [F (1,16) = 0,78; p = 0,39]. No 
hipocampo (figura 14B), observou-se um aumento nos níveis de IL-10 
nos animais que receberam a administração de βA [F (1,16) = 5,59; 
p<0,05], quando comparado com o grupo controle e a minociclina 
reverteu esse aumento (p <0,01). No soro (figura 14C) a indução do 
modelo de DA reduziu os níveis de IL-10 quando comparados com o 
grupo controle [F (1,16) = 4,81; p<0,05], e a minociclina não conseguiu 
reverter essa redução. Houve uma correlação positiva (r = 0,32; p <0,01) 
entre os níveis de IL-10 observados no hipocampo e o número total de 
erros para encontrar a recompensa no teste de labirinto octogonal (figura 
14D). 
       
 
Figura 14: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de IL-
10 em estruturas cerebrais e soro de camundongos Balb/c administrados com βA1-
42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura A 
mostra os níveis de IL-10 (pg/mL) no córtex total; B mostra os níveis de IL-10 
(pg/mL) no hipocampo e a figura C no soro. A figura D mostra a correlação 
positiva entre os níveis de IL-10 no hipocampo e os erros totais para encontrar a 
recompensa no teste de labirinto octogonal. Os dados são expressos como média 
± erro padrão da média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 em quando comparado 
com o grupo de ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 
+ água. 
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A figura 15 mostra os níveis de BDNF e NGF. A minociclina 
reverteu o aumento dos níveis de BDNF causado pela administração βA 
no hipocampo [F (1,16) = 11,53; p<0,01], (figura 15B). No córtex total 
(figura 15A) não houve diferença estatística entre os grupos [F (1,16) = 
0,50; p=0,49], nem no soro (figura 15C) [F (1,16) = 4,61; p= 0,06]. Em 
relação aos níveis de NGF, no córtex total (figura 16D) aumentaram 
devido a administração de βA, e esse aumento foi prevenido pelo 
tratamento com minociclina [F (1,16) = 5,39; p <0,05]. Não houve 
diferença estatística entre os grupos no hipocampo (figura 16E) [F (1,16) 
= 0,51; p= 0,48], nem no soro (figura 16F) [F (1,13) = 0,17; p= 0,68]. 
 
 
Figura 15: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de 
BDNF e NGF em estruturas cerebrais e soro de camundongos Balb/c 
administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do 
tipo DA. A figura A mostra os níveis de BDNF (pg/mL) no córtex total; B mostra 
os níveis de BDNF (pg/mL) no hipocampo e a figura C no soro. A figura D mostra 
os níveis de NGF no córtex total; E os níveis de NGF no hipocampo e F mostra 
os níveis de NGF no soro. Os dados são expressos como média ± erro padrão da 
média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 em quando comparado com o grupo 
de ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 + água. 
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A figura 16 mostra os níveis de βA1-42 nas regiões do hipocampo 
CA1, CA3 e giro denteado avaliados por imuno-histoquímica. Na região 
CA1 não houve alteração nos níveis de βA1-42 [F (1,16) = 3,79; p= 0,06], 
na região CA3 houve aumento de βA1-42 nos animais induzidos ao modelo 
[F (1,16) = 7,82; p<0,05] e a minociclina reverteu esse aumento (p<0,05), 
e na região do giro denteado também não foi encontrada diferença 
significativa entre os grupos [F (1,16) = 0,67; p= 0,41]. 
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Figura 16: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de βA 
nas regiões CA1, CA3 e giro denteado (GD) do hipocampo de camundongos 
Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de 
demência do tipo DA. Na figura A os painéis mostram as regiões do hipocampo 
imunomarcadas para βA nos quatro grupos experimentais avaliados, barra de 
escala = 100µm; B mostra a quantificação da densidade de marcação positiva 
para βA. Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média de 4-5 
animais por grupo, *p <0,05 quando comparado com o grupo de ACSF + água e 
#p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 + água; e C mostra a localização 
no hipocampo das áreas adotadas para as imagens representativas, barra de escala 
= 500µm. 
64 
 
A figura 17 mostra a imunomarcação de iba-1, marcador 
microglial, no hipocampo. Na região CA1 não houve diferença entre os 
grupos [F (1,16) = 1,23; p= 0,27], na região CA3 a minociclina reduziu 
os níveis de imunomarcação de iba-1 quando comparado aos animais 
também submetidos ao modelo não tratados [F (1,16) = 6,83; p<0,01], e 
na região do giro denteado a minociclina reduziu a imunomarcação de 
iba-1 apenas nos animais submetidos ao modelo de demência [F (1,16) = 
6,08; p<0,05]. 
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Figura 17: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de iba-1 
nas regiões CA1, CA3 e giro denteado (GD) do hipocampo de camundongos 
Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de 
demência do tipo DA. Na figura A os painéis mostram as regiões do hipocampo 
imunomarcadas para iba-1, barra de escala = 100µm; B mostra a quantificação 
da densidade de marcação positiva para iba-1. Os dados estão expressos como 
média ± erro padrão da média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 quando 
comparado com o grupo de ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o 
grupo βA1-42 + água; C mostra a localização no hipocampo das áreas adotadas 
para as imagens representativas, barra de escala = 500µm, e D mostra a 
morfologia detalhada da micróglia para observar as diferenças morfológicas da 
célula entre os grupos experimentais, barra de escala = 10µm. 
66 
 
A figura 18 mostra os níveis de TLR2. Na região CA1 houve 
interação entre o modelo e o tratamento [F (1,12) = 24,22; p<0,001], 
sendo que o modelo de DA aumentou os níveis de TLR2 (p<0,001) e a 
minociclina reverteu esse aumento (p<0,001). Na região CA3 também foi 
observado interação [F (1,12) = 23,21; p<0,001] e a minociclina reverteu 
o aumento de TLR2 ocasionado pelo modelo (p<0,01), e na região do giro 
denteado houve diferenças significativas [F (1,12) = 21,92; p<0,001], já 
que a administração de βA1-42 causou aumento dos níveis de TLR2 
(p<0,001) e a minociclina reverteu esse aumento (p<0,001). 
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Figura 18: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de TLR2 
nas regiões CA1, CA3 e giro denteado (GD) do hipocampo de camundongos 
Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de 
demência do tipo DA. Na figura A os painéis mostram as regiões do hipocampo 
imunomarcadas para marcadas TLR2 nos quatro grupos experimentais avaliados, 
barra de escala = 100µm; B mostra a quantificação da densidade de marcação 
positiva para TLR2. Os dados estão expressos como média ± erro padrão da 
média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 quando comparado com o grupo de 
ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 + água; e C 
mostra a localização no hipocampo das áreas adotadas para as imagens 
representativas, barra de escala = 500µm. 
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A figura 19 mostra os níveis de imunomarcação de NLRP3.  Na 
região CA1 houve interação entre o modelo e o tratamento [F (1,12) = 
52,51; p<0,001], sendo que o modelo de DA aumentou os níveis de 
NLRP3 (p<0,001) e a minociclina reverteu esse aumento (p<0,001). Na 
região CA3 também foi observado diferença significativa entre os grupos 
[F (1,12) = 4,62; p<0,05], porém, foi observado apenas o efeito da 
minociclina em reduzir os níveis de NLRP3 comparado com os animais 
controle (p<0,05) e comparado aos animais que receberam o βA1-42 
(p<0,05). Na região do giro denteado houve interação [F (1,12) = 4,63; 
p<0,05], já que a administração de βA1-42 causou aumento dos níveis de 
NLRP3 (p<0,05) e a minociclina reverteu esse efeito (p<0,01). 
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Figura 19: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) nos níveis de 
NLRP3 nas regiões CA1, CA3 e giro denteado (GD) do hipocampo de 
camundongos Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo 
animal de demência do tipo DA. Na figura A os painéis mostram as regiões do 
hipocampo imunomarcadas para NLRP3 nos quatro grupos experimentais 
avaliados, barra de escala = 100µm; B mostra a quantificação da densidade de 
marcação positiva para NLRP3. Os dados estão expressos como média ± erro 
padrão da média de 4-5 animais por grupo, *p <0,05 quando comparado com o 
grupo de ACSF + água e #p <0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 + água; 
e C mostra a localização no hipocampo das áreas adotadas para as imagens 
representativas, barra de escala = 500µm. 
70 
 
Os resultados de western blott no hipocampo estão ilustrados na 
figura 20. No hipocampo dos animais administrados com βA houve 
aumento de βA1-42 [F (1,12) = 6,56; p<0,05] e a minociclina reverteu esse 
aumento (p<0,05) (figura 20A). Foi observado também um aumento da 
imunorreatividade da micróglia observado pela reatividade do marcador 
de células microgliais iba-1, o qual aumentou nos animais submetidos ao 
modelo de DA [F (1,12) = 5,78; p<0,05] e a minociclina reverteu esse 
efeito (p<0,05) (figura 20B). Toda a sinalização imune via TLR 2 
aumentou nos animais administrados com βA1-42, sendo observado 
aumento de TLR2 (figura 20C) [F (1,12) = 4,86; p<0,05], MyD88 (figura 
20D) [F (1,12) = 4,80; p<0,05] e NLRP3 (figura 20E) [F (1,12) = 5,30; 
p<0,05] e a minociclina foi capaz de prevenir esse aumento de TLR2 
(p<0,01), de MyD88 (p<0,05) e também de NLRP3 (p<0,05). Não foi 
observado alteração na expressão de sinaptofisina (figura 20F), marcador 
pré-sináptico, em nenhum dos grupos experimentais. 
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Figura 20: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) na expressão de 
proteínas no hipocampo de camundongos Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. 
para indução do modelo animal de demência do tipo DA. A figura A mostra o 
conteúdo de βA1-42; B mostra o conteúdo de iba-1; C mostra o conteúdo de toll-
like 2; D mostra o conteúdo de MyD88; E mostra o conteúdo de NLRP3 e F 
mostra o conteúdo proteico de sinaptofisina, todas no hipocampo. Os dados são 
expressos como média ± erro padrão da média da razão entre a densidade óptica 
das respectivas proteínas dividida pela densidade óptica de β-actina, de 4 animais 
por grupo. *p <0,05 em quando comparado com o grupo de ACSF + água e #p 
<0,05 quando comparado com o grupo βA1-42 + água. 
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Os resultados da coloração de Nissl (violeta cresil) estão 
representados na figura 21.  Não houve interação entre o modelo e o 
tratamento [F (1,13) = 2,39; p= 0,14], uma vez que a minociclina não foi 
capaz de prevenir o aumento do número de neurônios picnóticos no 
hipocampo dos animais administrados com βA1-42 que estava aumentado 
tanto nos animais que receberam tratamento com água (p<0,05) quanto 
nos animais tratados com minociclina (p<0,05) quando comparado aos 
animais controle. 
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Figura 21: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) no número de 
neurônios picnóticos no hipocampo de camundongos Balb/c administrados com 
βA1-42 i.c.v. para indução do modelo animal de demência do tipo DA. Na figura 
A os painéis da direita mostram o hipocampo corado com violeta cresil nos quatro 
grupos experimentais avaliados, e o retângulo mostra a região aproximada à 
direita, as flechas indicam os neurônios que foram considerados picnóticos, barra 
de escala = 500µm painéis à direita e 75µm painéis à esquerda; B mostra a 
quantificação de neurônios picnóticos encontrados no hipocampo bilateralmente. 
Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média de 4-5 animais por 
grupo, *p <0,05 quando comparado com o grupo de ACSF + água. 
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A figura 22 mostra os hipocampos corados com a coloração de 
HE que é utilizada para visualizar possíveis mudanças morfológicas 
neuronais ou perda tecidual. No presente estudo não foi realizada 
contagem dos neurônios com alterações morfológicas por essa coloração, 
uma vez que a técnica de Nissl, observada na figura anterior, é mais 
sensível para detectar neurônios em processo de retração, atrofia ou 
cromatólise. Assim, foi utilizado a coloração de HE apenas para visualizar 
perda tecidual maciça ou redução de volume hipocampal, o que 
aparentemente não foi observado em nenhum dos grupos experimentais. 
 
 
Figura 22: Efeito do tratamento com minociclina (50 mg/kg) no hipocampo de 
camundongos Balb/c administrados com βA1-42 i.c.v. para indução do modelo 
animal de demência do tipo DA. Na figura mostra o hipocampo corado com 
hematoxilina-eosina, o painel A mostra o hipocampo representativo de um animal 
do grupo ACSF + água; B mostra um hipocampo de um animal do grupo ACSF 
+ minociclina; C mostra um hipocampo do grupo βA1-42 + água; e D mostra um 
hipocampo do grupo βA1-42 + minociclina. Barra de escala = 500µm. 
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5. DISCUSSÃO 
 
A principal característica da DA é a perda de memória. Esse 
declínio inicia-se de modo a ser confundido com o declínio cognitivo 
normal da idade avançada, porém, vai se agravando até tornar-se muito 
pronunciado. Assim, o diagnóstico da DA muitas vezes é tardio, e quando 
a doença é descoberta, já está em estágios bem avançados (Abbott, 2012). 
O declínio da memória episódica e semântica são nitidamente percebidos 
pelos pacientes e familiares, sendo que a memória semântica, de modo 
geral, refere-se ao conhecimento adquirido sobre o mundo, e a memória 
episódica, a capacidade de recordar episódios pessoais (Matthews, 2015).  
A memória episódica envolve uma série de etapas, que incluem, 
codificação, consolidação e recuperação da memória. Para a codificação 
é necessário o processamento da informação através de mecanismos de 
atenção, enquanto a consolidação envolve o armazenamento desta 
informação e a recuperação refere-se ao ato de lembrar-se de tais 
informações no futuro (Matthews, 2015). Outro tipo de 
comprometimento de memória observável na DA é a memória de 
trabalho, a qual refere-se a reter temporariamente e utilizar uma 
informação para completar tarefas, como por exemplo decorar o número 
de um telefone para após discá-lo (Rabinovici et al., 2015).  
Para avaliar esses tipos de memória citados em roedores, no 
presente estudo, foi utilizado o labirinto octogonal, já que, o animal 
precisa consolidar, armazenar e recordar em qual braço estava a 
recompensa, além de não retornar onde já consumiu a mesma (memória 
de trabalho) (Foyet et al., 2011; Hritcu et al., 2012). Outra característica 
do labirinto octogonal e também do labirinto em Y, é que ambos são testes 
que necessitam de orientação espacial para o animal completar a tarefa 
(Dellu et al., 1997). Já nos estágios iniciais da DA, os pacientes 
apresentam desorientação e comprometimento da memória visuoespacial, 
sendo um dos danos de memória mais evidentes, uma vez que o paciente 
ao sair na rua sozinho muitas vezes não consegue voltar para casa, e esse 
acaba sendo um sinal de alarme para o indivíduo e para os familiares 
buscarem o diagnóstico da doença (deIpolyi et al., 2007; Tu et al., 2015; 
Foxe et al., 2016)  
Quando os sintomas cognitivos da DA estão mais evidentes, a 
deposição de βA, formação de NTFs e morte celular já estão 
proeminentes, dificultando o tratamento da doença (Hyman et al., 2012). 
Os primeiros estudos genéticos realizados nos anos 90 indicaram que as 
placas compostas por βA eram o principal fator causal da DA, isso 
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porque, as primeiras mutações observadas foram nos genes que codificam 
a APP e a PSEN1/PSEN2, que participam do processamento da APP e 
formação dos fragmentos βA (Schellenberg et al., 1992; Levy-Lahad et 
al., 1995). Essas descobertas foram base para a hipótese da cascata 
amiloide, e após essas descobertas, vários estudos clínicos 
correlacionaram o acúmulo de βA e a formação de placas senis com os 
danos cognitivos observados em pacientes com a DA (Sabbagh et al., 
2010; Robinson et al., 2011; Donohue et al., 2014; Lim et al., 2015; 
Pietrzak et al., 2015; Sparacia et al., 2017).  
No presente estudo, a administração de oligômeros βA foi capaz 
de causar danos de memória espacial, de trabalho e aversiva nos 
camundongos. O dano de memória espacial já havia sido demonstrado em 
outros estudos com roedores utilizando esse modelo de administração de 
βA1-42 (Poling et al., 2008; Ruiz-Muñoz et al., 2011; Prakash et al., 2013; 
Liu et al., 2015; Wang et al., 2016a). No entanto, vale destacar que esses 
danos de memória foram induzidos pelo βA1-42, já que a “hipótese 
amiloide” está sendo cada vez mais contestada (Nelson et al., 2012; 
Karran e De Strooper, 2016), não ficando claro se o acúmulo de βA é uma 
causa, um marcador, ou apenas uma característica fisiopatológica da 
doença, especialmente após os testes de imunização contra βA1-42 em 
pacientes permanecerem inconclusivos (Zotova et al., 2013; Brody et al., 
2016; Holmes et al., 2016).  
No presente estudo a minociclina foi capaz de melhorar a 
memória espacial avaliada pelos testes de labirinto octogonal e em Y e a 
memória de trabalho dos animais submetidos ao modelo de demência do 
tipo DA. Outros estudos também avaliaram os efeitos da minociclina na 
memória espacial utilizando modelos animais de DA, e foi demonstrado 
que a minociclina reverteu danos de memória utilizando o teste de 
labirinto em Y (Biscaro et al., 2012) e o teste de labirinto aquático (Bruno 
et al., 2009; Parachikova et al., 2010). Porém, estes estudos utilizaram 
modelos de camundongos transgênicos para DA. Além disso, o 
tratamento com minociclina foi realizado durante 3 semanas via 
intraperitoneal e melhorou o dano de memória espacial avaliada pelo 
labirinto aquático também em ratos injetados i.c.v. com oligômeros βA 1-
42 (Choi et al., 2007). Outro estudo, porém, não encontrou reversão do 
dano de memória no labirinto aquático em camundongos transgênicos 
para APP após o tratamento durante 3 meses com minociclina, a qual foi 
adicionada à ração dos animais (Seabrook et al., 2006). No presente 
estudo, foi utilizado o teste de labirinto octogonal, assim, foi possível 
avaliar também a memória de trabalho dos animais, e mostrar o efeito 
protetor da minociclina, administrada durante 17 dias por via oral, sobre 
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esse tipo de memória. A redução da memória de trabalho é uma 
característica bem estabelecida em pacientes com DA (Kirova et al., 
2015; Hill et al., 2017), sendo assim, o presente estudo mostrou um efeito 
inédito da minociclina administrada por via oral na cognição de animais 
no modelo de DA. 
Para avaliar a memória aversiva em camundongos é utilizado o 
teste de esquiva inibitória, no qual os animais são submetidos a um 
estímulo aversivo em um determinado contexto ou ambiente. Esse teste é 
amplamente utilizado em modelos animais para avaliar estágios iniciais 
da DA, avaliando a memória e a codificação de experiências (Shrestha e 
Klann, 2016). No presente estudo, a administração de oligômeros βA1-42 
causou danos de memória imediata e também de longa duração avaliada 
pelo teste de esquiva inibitória, e o tratamento com minociclina foi capaz 
de prevenir esses danos. No estudo de Choi et al. (2007) também houve 
dano na memória de longa duração no teste de esquiva inibitória após a 
administração i.c.v. de oligômeros βA 1-42 em ratos, o qual foi prevenido 
pelo tratamento com minociclina 45 mg/kg durante 3 semanas por via 
intraperitoneal. Em outro estudo, a minociclina adicionada a ração, 
durante 4 meses (dose aproximada 45 mg/kg/dia), também reverteu o 
dano de memória aversiva de curta e longa duração, porém, foi observado 
dano na memória de curta duração, diferente do presente estudo. O 
motivo desta diferença provavelmente foi porque estes autores utilizaram 
camundongos transgênicos para DA (Parachikova et al., 2010). Nenhum 
dos estudos citados avaliou a memória aversiva imediata. Mas no presente 
estudo observamos prejuízo neste tipo de memória em animais 
submetidos ao modelo de DA, e a minociclina foi efetiva em reverter esse 
dano. 
A consolidação da memória aversiva, ou condicionamento 
contextual do medo, necessita da estimulação das células do córtex 
entorrinal e das células granulares do hipocampo. A formação das 
sinapses nestas regiões e consolidação da memória de longa duração 
envolve a LTP (Nabavi et al., 2014). O hipocampo e as estruturas 
corticais, estão associados ao processamento de memória e são as regiões 
mais afetadas pela DA (Ramos Bernardes da Silva Filho et al., 2017). 
Assim, essas foram as estruturas selecionadas para verificar os níveis de 
citocinas inflamatórias, visando relacionar a alteração desses mediadores 
com os danos ou proteção da memória observados no presente estudo. 
Avaliou-se também os níveis de neurotrofinas, e além disso, foi utilizado 
também o soro dos animais para as análises, como um parâmetro 
periférico. 
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A neuroinflamação está presente nos estágios iniciais 
assintomáticos e avançados da DA. Atualmente os estudos têm focado 
muito nessa característica fisiopatológica, principalmente, após a 
descoberta de polimorfismos em vários genes relacionadas com a resposta 
inflamatória e fagocitose em pacientes com DA (Lambert et al., 2013). A 
neuroinflamação está relacionada ao prejuízo cognitivo observado na 
doença, sendo que, estudos observaram a associação entre o declínio 
cognitivo e os níveis de mediadores inflamatórios no sangue e LCR de 
pacientes com DA (Solfrizzi et al., 2006; Harries et al., 2012; Westin et 
al., 2012), além do aumento de citocinas pró-inflamatórias no soro, 
cérebro e no LCR desses pacientes (Jack et al., 2013; Zhang et al., 2013b; 
Dursun et al., 2015). 
Os fragmentos βA parecem ativar o sistema imune inato 
promovendo a produção de citocinas e outros mediadores inflamatórios 
que podem contribuir para disfunção, lesão e possivelmente, a morte 
neuronal (Ferretti et al., 2012). Uma das teorias das quais justifica a 
ativação de receptores da imunidade inata por βA, envolve 
enterobactérias que possuem componentes proteicos na sua matriz 
extracelular chamadas fibras curli. Essas fibras estão envolvidas na 
adesão das bactérias às superfícies e na formação de biofilme bacteriano. 
As mesmas são potentes indutores de resposta inflamatória no hospedeiro 
(Barnhart e Chapman, 2006). Estrutural e bioquimicamente, as fibras curli 
pertencem a uma classe conhecida como fibras amiloides, a mesma do 
βA1-42. Essa semelhança estrutural pode fazer com que o sistema imune 
reconheça tão fortemente e igualmente esses fragmentos como nocivos ao 
organismo (Tukel et al., 2009; Tukel et al., 2010; Rapsinski et al., 2015).  
No presente estudo foi possível observar que a administração de 
oligômeros βA1-42 aumentou a produção de IL-1β e TNF-α no córtex total 
e hipocampo, IL-1β no soro, e IL-6 no hipocampo dos camundongos e a 
minociclina reverteu o aumento dessas citocinas nos camundongos 
submetidos ao modelo de DA. No estudo de Hunter et al. (2004) a 
minociclina reduziu a transcrição de IL-1β e TNF-α no prosencéfalo basal 
de camundongos administrados com imunotoxina p75-saporina, que 
causa morte de neurônios colinérgicos. Outro estudo mostrou que a 
minociclina reduziu os níveis de IL-1β, TNF-α e IL-6 em cultura de 
células microgliais (Seabrook et al., 2006), e também reduziu os níveis de 
IL-6 e TNF-α no cérebro de camundongos triplo transgênicos (3xTg-AD) 
(Parachikova et al., 2010). Além disso, reduziu o conteúdo de IL-1β no 
córtex de camundongos transgênicos, que estava aumentada mesmo antes 
do aparecimento das placas amiloides (Ferretti et al., 2012). Porém, é a 
primeira vez que os efeitos da minociclina sobre essas citocinas pró-
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inflamatórias são mostrados no presente modelo de demência do tipo DA, 
confirmando que essas alterações foram provenientes da administração 
de oligômeros βA1-42 e que a minociclina foi capaz de prevenir esse efeito. 
Além disso, houve uma correlação positiva entre os níveis de IL-
1β no hipocampo e os erros totais para encontrar as recompensas. Estes 
resultados mostram que houve uma correlação direta entre os níveis 
aumentados dessa citocina pró-inflamatória e o dano de memória espacial 
observado nos camundongos. A capacidade da IL-1β de inibir a LTP no 
hipocampo já é bem conhecida (Murray e Lynch, 1998; O'Donnell et al., 
2000; Nolan et al., 2005; Tarr et al., 2011; Liu et al., 2012b). Também já 
foi demonstrado utilizando um modelo de camundongo transgênico que 
causa superexpressão de IL-1β, que o aumento dessa citocina causa danos 
na memória contextual e espacial de longa duração dependente do 
hipocampo (Hein et al., 2010), enquanto que o bloqueio dessa citocina 
melhora a memória espacial de camundongos transgênicos para DA 
(Kitazawa et al., 2011).  
Já os níveis de TNF-α obtiveram uma correlação positiva com os 
erros totais para encontrar as recompensas apenas no córtex total. O 
córtex em roedores exerce uma variedade de funções, incluindo memória 
espacial, memória de trabalho, função executiva, tomada de decisões, 
planejamento e aprendizagem (Kesner e Churchwell, 2011). No presente 
estudo os níveis de TNF-α aumentaram cerca de 3 vezes mais no córtex 
total do que no hipocampo dos animais administrados com βA1-42, esse 
fato pode justificar a correlação positiva com o dano de memória 
encontrada apenas nessa estrutura. Altas concentrações de TNF-α já 
foram associadas com pior função cognitiva em idosos (Sudheimer et al., 
2014) e os níveis aumentados de TNF-α em no soro de pacientes com DA 
foram associados a um maior declínio cognitivo (Holmes et al., 2009) e 
também aumento dos sintomas neuropsiquiátricos (Holmes et al., 2011). 
Dessa forma, estão sendo realizados estudos clínicos utilizando inibidores 
de TNF-α em pacientes com DA, os quais estão mostrando bons 
resultados para retardar o declínio cognitivo (Butchart et al., 2015; Boris 
et al., 2017). Assim, um dos mecanismos pelo qual a minociclina 
melhorou a memória espacial dos camundongos no presente estudo foi 
provavelmente pela redução de IL-1β no hipocampo e TNF-α no córtex 
dos camundongos, já que estes mostraram estar diretamente relacionados 
ao dano de memória observado no estudo. 
Além disso, foi observado no presente estudo, um aumento dos 
níveis de IL-4 no córtex total, hipocampo e soro, e IL-10 no hipocampo 
dos camundongos induzidos ao modelo. A minociclina também reverteu 
o aumento nos níveis de IL-4 causados pela administração de βA no 
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córtex total e no soro, mas não no hipocampo. A IL-4 possui uma série de 
propriedades anti-inflamatórias, como a inibição da produção de 
citocinas, tais como, IL-1β, TNF-α e IL-6 e inibição da proliferação de 
células gliais, além de aumentar a produção de IL-10 (Rubio-Perez e 
Morillas-Ruiz, 2012; Ul-Haq et al., 2016). A minociclina reverteu o 
aumento de IL-4 no córtex e soro, porém não no hipocampo. 
Possivelmente porque a inflamação ocasionada pelo βA foi mais 
pronunciada no hipocampo, uma vez que foi observado o aumento de IL-
6 apenas nesta estrutura, necessitando talvez de uma resposta mais 
continuada de IL-4 para conter o aumento das citocinas inflamatórias. 
Porém, essa hipótese necessita ser confirmada com estudos adicionais. 
Por outro lado, houve uma correlação positiva entre os níveis de IL-4 no 
córtex total e os erros para encontrar as recompensas no teste de labirinto 
octogonal. Como mencionado anteriormente, o córtex em roedores é 
importante para função executiva e memória espacial (Kesner e 
Churchwell, 2011). Esse resultado parece contraditório já que a IL-4 é 
uma citocina anti-inflamatória, porém, na DA ela parece desempenhar 
outros papeis ainda não totalmente elucidados, uma vez que, a 
superexpressão de IL-4 no hipocampo de camundongos transgênicos para 
DA exacerbou a deposição de βA, e os autores sugerem que o aumento 
dessa citocina levou a supressão aguda dos mecanismos de depuração 
amiloide, contribuindo para a patologia (Chakrabarty et al., 2012). Além 
disso, altos níveis de IL-4 induziram a produção de CCL11 (do inglês, C-
C motif chemokine 11) (Baruch et al., 2013), que é uma quimiocina 
associada com o déficit cognitivo em idosos e que se encontra aumentada 
no LCR de pessoas idosas (Villeda et al., 2011). Dessa forma, os autores 
mencionam esse efeito dúbio da IL-4 no aprendizado e na memória, 
destacando que o ideal para a neuroinflamação durante a senescência ou 
doenças neurodegenerativas seria a modulação da resposta imune 
(Baruch et al., 2013), já que esta desempenha papéis fisiológicos 
necessários para homeostase do cérebro (Levin e Godukhin, 2017). 
A IL-10 é um potente supressor de TNF-α, IL-1β e IL-6, 
limitando a inflamação e apoptose em células cerebrais (Lobo-Silva et al., 
2016). No presente estudo a minociclina reverteu o aumento dos níveis 
de IL-10 no hipocampo ocasionado pela indução do modelo de DA. Além 
disso, os níveis dessa citocina foram positivamente relacionados com o 
dano de memória espacial.  Tal como a IL-4, a IL-10 é conhecida por sua 
ação anti-inflamatória, e seu papel está cada vez mais implicado na DA. 
Uma recente metanálise mostrou uma forte associação entre os 
polimorfismos do gene da IL-10 e o risco de desenvolver a DA (Mun et 
al., 2016). Em amostras de hipocampo de cérebro post mortem de 
81 
 
pacientes com DA também foi encontrado aumento de IL-10. Dessa 
forma, os autores sugerem que a inibição da sinalização de IL-10 pode 
proteger contra danos cognitivos na DA, já que o mesmo estudo avaliou 
essa inibição em camundongos transgênicos e obteve resultados positivos 
contra danos de memória (Guillot-Sestier et al., 2015). Além disso, foi 
demonstrado que a IL-10 pode reduzir a fagocitose de βA pela micróglia 
ocasionando um efeito pró-amiloidogênico em camundongos 
(Chakrabarty et al., 2015). Portanto, fica claro novamente o quão difícil é 
modular a resposta imune na DA, uma vez que, essa resposta pode ser 
benéfica, aumentando a limpeza de fragmentos amiloides, evitando a 
formação de placas senis e a exacerbação da resposta imune, porém, 
quando se torna crônica essa neuroinflamação tem efeitos deletérios ao 
cérebro. 
A neuroinflamação também pode influenciar o conteúdo 
encefálico dos fatores neurotróficos. Os fatores neurotróficos são 
pequenas proteínas responsáveis pela diferenciação, sobrevivência e 
morfologia neuronal, desempenhando papéis fundamentais na cognição e 
na formação da memória (Popova et al., 2017). Estudos sobre o papel das 
neurotrofinas na DA tendem a concentrar-se principalmente no papel do 
NGF e BDNF, e no seu efeito na manutenção da plasticidade sináptica do 
hipocampo e córtex cerebral (Allen et al., 2011). No presente estudo, a 
administração de βA causou um aumento nos níveis de BDNF no 
hipocampo, mas não foi encontrada alteração no soro. Já foi descrito na 
literatura diminuição dos níveis de BDNF no soro de pacientes com DA 
(Gezen-Ak et al., 2013), porém outros estudos observaram aumento 
(Angelucci et al., 2010; Faria et al., 2014) ou não encontraram alterações 
(O'Bryant et al., 2009; O'Bryant et al., 2011a). Apesar de alguns estudos 
mostrarem redução de BDNF no hipocampo de camundongos 
transgênicos (Wang et al., 2017a) e injetados com βA1-42 (Wang et al., 
2016b), outros não encontraram alterações nos níveis dessa neurotrofina 
no hipocampo de animais transgênicos (Nunes et al., 2015; Stuart et al., 
2017).  
A alteração nos níveis de BDNF parece depender do estágio da 
DA. No estudo de Laske et al. (2006) foi observado aumento dos níveis 
de BDNF no soro de pacientes com DA nos estágios iniciais da doença e 
redução nos estágios mais avançados quando comparado a indivíduos 
saudáveis, e o mesmo resultado foi encontrado em uma recente meta-
análise (Kim et al., 2016). Estudos também encontraram uma associação 
negativa entre os níveis séricos de BDNF e o desempenho cognitivo em 
pacientes com DA (O'Bryant et al., 2011b). O estudo de O'Bryant et al. 
(2011a) concorda com a teoria de que o aumento dos níveis de BDNF 
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pode ser um mecanismo compensatório em resposta ao declínio cognitivo 
inicial da DA, como proposto por outros autores (Laske et al., 2006; 
Angelucci et al., 2010; Faria et al., 2014; Budni et al., 2015a).  
O aumento de BDNF parece estar diretamente relacionado com 
a ativação de células microgliais por βA, já que foi observado um 
aumento de BDNF expresso por células microgliais perto de placas βA 
em camundongos transgênicos para DA (Burbach et al., 2004), e in vitro 
astrócitos ativados expressaram altos níveis de BDNF 3 horas após a 
exposição ao βA1-42 (Kimura et al., 2006). Esse aumento de BDNF parece 
estar relacionado a um mecanismo de defesa das células gliais contra a 
neurotoxicidade induzida pelo βA (Durand et al., 2017). Outros estudos 
também relacionaram o aumento de BDNF com a neuroinflamação, já 
que a sinalização de TNF-α e IL-6 aumentam a produção de BDNF em 
monócitos de sangue periférico humano (Schulte-Herbruggen et al., 
2005). O mesmo foi observado no presente estudo, o qual a administração 
de βA1-42   causou aumento de citocinas e de BDNF e o tratamento com 
minociclina restabeleceu a neuroinflamação juntamente com a 
normalização destes níveis. 
Houve também um aumento nos níveis de NGF no córtex total 
dos animais administrados com o βA1-42. O NGF é secretado a partir de 
neurônios corticais na forma de uma molécula precursora, o pró-NGF. 
Indivíduos com DA apresentam uma acúmulo de pró-NGF no córtex 
cerebral (Maria Florencia et al., 2016). O NGF maduro liga-se 
principalmente ao receptor tropomiosina quinase A (TrkA), que estimula 
as vias de transdução de sinal de sobrevivência, enquanto o pró-NGF se 
liga ao receptor da neurotrofina p75 que tem múltiplas funções incluindo 
ação pró-apoptótica (Mufson et al., 2012). Os níveis de pró-NGF são 
significativamente elevados no córtex frontal e entorrinal (Pedraza et al., 
2005; Podlesniy et al., 2006), córtex parietal (Peng et al., 2004) e líquido 
cefalorraquidiano de pacientes com DA (Blasko et al., 2006). No córtex 
cerebral de pacientes com DA foi encontrado um déficit na cascata 
responsável pela conversão de pró-NGF em NGF maduro (Bruno et al., 
2009). Esse mesmo estudo avaliou o efeito da minociclina em 
camundongos transgênicos para DA e observou que o tratamento reverteu 
o aumento de pró-NGF nesses animais (Bruno et al., 2009). No presente 
estudo, o tratamento com minociclina reverteu o aumento dos níveis de 
NGF, no entanto, estes resultados foram realizados por imunoensaio 
enzimático, detectando ambas as formas de NFG, a pró (imatura) e a 
madura, que são indistinguíveis quando avaliados por esta metodologia 
imunoquímica. Um estudo também encontrou redução dos níveis 
corticais de TrkA e isso foi correlacionado com o dano cognitivo em 
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pacientes com DA (Counts et al., 2004). Isso reforça a necessidade de 
investigação sobre alvos terapêuticos para a DA que envolvam a 
sinalização de NGF (Tuszynski et al., 2015).  
Esses estudos vêm de encontro aos resultados do presente estudo, 
no qual o modelo de demência do tipo DA causou danos cognitivos 
semelhantes a DA em estágios iniciais, causando redução do desempenho 
dos animais nos testes de memória, além de aumento de citocinas e 
alteração nos níveis de neurotrofinas. Essas alterações foram prevenidas 
pelo tratamento com minociclina, mostrando que, o restabelecimento dos 
níveis de neurotrofinas e redução da neuroinflamação possam ser 
mecanismos chave na ação que esse fármaco exerce na memória. 
Dessa forma, para tentar elucidar quais proteínas estão 
envolvidas no mecanismo neuroprotetor da minociclina contra 
oligômeros βA1-42 o presente estudo investigou uma via de sinalização 
relacionada à inflamação que envolve a sinalização mediada por TLR2 e 
o inflamassoma NLRP3. Essa via está em evidência nos últimos anos, 
sendo alvo de estudos de grande relevância sobre neuroinflamação 
(Heneka et al., 2013; He et al., 2016; Liston e Masters, 2017; Wang et al., 
2017b). Para avaliar essas proteínas, foi selecionado o hipocampo, já que 
essa é a estrutura mais relacionada com a formação da memória e é a 
região mais afetada na DA (Hirjak et al., 2017), sendo a principal 
estrutura associada ao dano de memória espacial observado na doença 
(Booth et al., 2016). Além disso, o hipocampo foi a estrutura que mais 
apresentou alteração nos níveis de citocinas analisadas no presente 
estudo, sendo que houve uma correlação positiva entre os níveis de IL-1β 
e o comprometimento de memória espacial, sendo que, a montagem do 
inflamassoma NLRP3 é diretamente relacionada a liberação de IL-1β para 
o meio extracelular (Kim et al., 2017) e com a amplificação da resposta 
imune. 
No presente estudo o tratamento com minociclina foi capaz de 
reduzir os níveis de βA no hipocampo de camundongos submetidos ao 
modelo. Isso foi demonstrado por imuno-histoquímica, ficando bem 
evidente na região CA3 do hipocampo e foi confirmado pela técnica de 
western blot. Provavelmente esse efeito se deve à inibição da resposta 
inflamatória e ativação de NLRP3, ocasionada pela minociclina, já que 
como observado no estudo de (Heneka et al., 2013), a inibição de NLRP3 
leva a um aumento na fagocitose de espécies βA.  
O efeito da minociclina na redução dos níveis de βA já havia sido 
observado em outros estudos. Em um modelo de resistência à insulina 
pela administração de estreptozotocina, a minocilina reduziu os níveis de 
βA1-40 e βA1-42 no hipocampo de ratos (Cai et al., 2013). No estudo de 
84 
 
Parachikova et al. (2010) a minociclina reduziu apenas o βA1-40, mas não 
o βA1-42 no homogenato de cérebro total de camundongos transgênicos. 
Em outro estudo utilizando camundongos transgênicos a minociclina 
também reduziu fragmentos βA no córtex (Ferretti et al., 2012). Porém, 
Biscaro et al. (2012) não encontraram diferenças nos níveis de βA entre 
animais transgênicos tratados com minociclina no córtex dos animais. E 
em um estudo mais controverso foi visto que a minociclina aumentou as 
placas amiloides no hipocampo de camundongos transgênicos. Os autores 
relacionam esse aumento de placas senis a um mecanismo de captura das 
formas oligoméricas do peptídeo que seriam mais tóxicas (Seabrook et 
al., 2006), teoria essa, suportada pelo estudo de (Walsh e Selkoe, 2004). 
De qualquer forma, o presente estudo é o primeiro a verificar que a 
minociclina reduz βA no hipocampo de camundongos em modelo de DA 
induzido pela administração de βA1-42. 
Quando a micróglia está muito reativa perde sua capacidade de 
fagocitose (Wang et al., 2015b), entrando em um estado de liberação 
excessiva de mediadores inflamatórios, alterando inclusive sua 
morfologia (Heneka et al., 2014). No presente estudo foi possível 
observar este efeito, uma vez que houve redução do conteúdo de iba-1 
nos animais tratados com minociclina, quando comparado aos animais 
não tratados. A técnica de imuno-histoquímica, apesar de não ter sido 
sensível o suficiente para mostrar o aumento de iba-1 nos animais após a 
administração de βA1-42, deixou evidente a diferença morfológica da 
micróglia após a exposição ao βA1-42, a qual possuía uma morfologia 
chamada “ameboide”, com retração e perda de suas ramificações. Porém, 
após o tratamento com minociclina, a micróglia voltou a sua forma 
fenotípica de repouso, provavelmente retornando a sua atividade 
fagocitária. 
Contudo, na ausência de insultos patológicos, as micróglias "em 
repouso" ou “não ativadas”, não estão de forma alguma adormecidas. As 
micróglias em repouso são altamente dinâmicas, estendendo e retraindo 
os seus processos e intercalando com breves períodos estáticos 
(Nimmerjahn et al., 2005). Quando a micróglia está sendo ativada 
continuamente, além de causar danos inflamatórios ao cérebro, ocorre 
ainda redução da plasticidade neuronal, já que a motilidade de repouso 
dos processos microgliais se difunde no espaço extracelular, fazendo 
conexões diretas com elementos pré-sinápticos e pós-sinápticos (Wake et 
al., 2009). Além disso, sabe-se que as células microgliais participam 
ativamente nas sinapses (von Bernhardi et al., 2016). Assim, o 
restabelecimento do fenótipo bem ramificado da micróglia após o 
tratamento com minociclina observado no presente estudo é uma 
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importante consideração, podendo também estar relacionado à melhora 
da memória, além do possível aumento da fagocitose dos fragmentos βA1-
42. 
O desencadeamento da neuroinflamação observado na DA 
parece ser mediado pela ativação de receptores TLR por espécies βA 
(Tursi e Lee, 2017). Os TLRs são proteínas transmembranares 
classificadas de 1 a 13 (TLRs 1-13) expressas em diferentes tipos de 
células (Shirjang et al., 2017). O TLR2 parece estar mais relacionado com 
a ativação induzida por amiloide e ativação de NLRP3 (Rapsinski et al., 
2015). No cérebro os receptores TLR2 são expressos em micróglias, 
astrócitos e neurônios (Zhao et al., 2017). A proteína MyD88 é um 
adaptador essencial na sinalização do TLR2, sendo responsável pela 
transdução do sinal e ativação de NF-kB, responsável pela transcrição e 
posterior expressão das citocinas inflamatórias (Gao et al., 2017). Foi 
observado no presente estudo que após a administração de βA1-42 houve 
um grande aumento da imunomarcação de TLR2 nas três regiões do 
hipocampo analisadas e isso foi confirmado por western blot, que mostrou 
inclusive aumento de MyD88 nos animais que receberam βA1-42, 
mostrando a ativação desse receptor ocasionada pelos oligômeros.  
Como mencionado anteriormente a ativação de TLRs por 
espécies βA, ocorre possivelmente pela semelhança de componentes 
proteicos, que são chamadas fibras curli, presentes na matriz extracelular 
de enterobactérias, como Escherichia coli e Salmonella entérica. Essas 
fibras, são fibras amiloides, fortemente reconhecidas pelos receptores 
TLR2 (Rapsinski et al., 2015). Em um estudo post mortem foi encontrado 
muitas células positivas para TLR2 em torno das placas amiloides no 
córtex de pacientes com DA, além do aumento da transcrição e expressão 
de TLR2 no córtex de camundongos transgênicos para DA, realizado no 
mesmo estudo (Letiembre et al., 2009). O TLR2 parece mesmo ter papel 
central na toxicidade do βA1-42, já que em camundongos nocaute para 
TLR2 não houve ativação microglial após a administração de βA1-42 (Jana 
et al., 2008). O mesmo foi observado em camundongos transgênicos para 
DA (Liu et al., 2012a), e em cultura de células neuronais de 
camundongos, em que o βA1-42 induziu liberação de mediadores 
inflamatórios, porém quando incubado com inibidor de TLR2 houve uma 
redução desses mediadores (Lin et al., 2013c). Além disso, vários 
polimorfismos nos genes de TLR2 já foram associados ao aumento do 
risco para o desenvolvimento da DA (Wang et al., 2011; Sohrabifar et al., 
2015; Rezazadeh et al., 2016). Com isso, a importância de TLR2 na 
doença já está bem estabelecida na literatura. 
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No presente estudo o tratamento com minociclina foi capaz de 
reduzir a expressão de TLR2 nas três regiões analisadas por imuno-
histoquímica, e no homogenato de hipocampo, reverteu também o 
aumento de MyD88 nos camundongos após a administração de βA1-42. 
Em cultura de células microgliais e astrocitárias de ratos expostas a LPS, 
a minociclina não reduziu a expressão de TLR2 (Piotrowska et al., 2017). 
Porém, em concordância com o presente estudo, foi observado que em 
camundongos submetidos a injeção de LPS e tratados com minociclina 
(50mg/kg i.p) durante três dias, houve um aumento da expressão de TLR2 
pelo LPS e o tratamento com minociclina reverteu esse aumento em 
células microgliais (Henry et al., 2008). Assim como, no estudo de Hu et 
al. (2014), a minociclina reduziu os níveis de TLR2 avaliados por 
citometria de fluxo, em cultura de glioma, e de Kielian et al. (2007) a 
minociclina reduziu a expressão de TLR2 em células gliais num modelo 
de abscesso cerebral. Assim, o presente estudo é o primeiro a demonstrar 
que a minociclina reduz a expressão de TLR2 induzida por βA1-42 em um 
modelo de animal de demência do tipo DA. 
O inflamassoma NLRP3 é da classe de sensores citosólicos ou 
receptores que respondem a uma variedade de padrões moleculares 
associados a patógenos (PAMPs) ou padrões moleculares associados a 
danos (DAMPs), que são produzidos durante lesões teciduais (Freeman e 
Ting, 2016). As mutações genéticas do NLRP3, conduzem a várias 
doenças auto inflamatórias, tais como, síndrome de Muckle-Wells, 
doença inflamatória multissistêmica neonatal, síndrome autoinflamatória 
familiar ao frio, que são designadas como síndromes periódicas 
associadas à criopirina, nome pelo qual o inflamassoma NLRP3 também 
é conhecido (Broderick et al., 2015). Além disso, está intimamente 
relacionado ao desenvolvimento de gota (Chang et al., 2017), mostrando 
a importante função desta molécula na regulação da resposta inflamatória 
em humanos. A ativação do NLRP3 ocorre a nível periférico, em células 
mononucleares (Chang et al., 2017), e a nível central, em astrócitos, 
micróglias (Freeman et al., 2017) e neurônios (Yang et al., 2014).  
Um dos primeiros estudos que relacionou o envolvimento do 
inflamassoma NLRP3 com a DA, observou que em cultura de células 
microgliais as fibrilas βA induziram a montagem do inflamassoma 
seguido da secreção de IL-1β (Halle et al., 2008). Neste mesmo estudo 
foi injetado βA nos camundongos nocaute para os genes da proteína ASC 
(necessária para montagem do inflamassoma) e caspase-1 (necessária 
para clivagem de IL-1β para forma madura) e foi observado uma 
diminuição significativa na ativação microglial e inflamação no cérebro 
destes camundongos. Outro estudo mostrou que camundongos 
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transgênicos APP e PS1, nocaute para NLRP3 apresentaram menos 
depósitos amiloides e melhora na fagocitose de βA quando comparado 
com os camundongos transgênicos sem o gene nocaute, e ainda mostrou 
aumento de caspase-1 no hipocampo de pacientes com DA leve e 
moderada (Heneka et al., 2013).  
No presente estudo a administração de βA1-42 levou a um 
aumento da expressão da proteína NLRP3 no hipocampo dos 
camundongos, corroborando com a teoria de que o acúmulo de espécies 
βA levam a ativação do inflamassoma, provavelmente por uma falha na 
fagocitose que levaria ao rompimento do lisossomo e liberação de 
catepsina B (Codolo et al., 2013). Essa teoria estaria de acordo com o 
presente estudo, já que a região CA3 foi a única em que o aumento de βA 
persistiu, ou seja, em que a limpeza dos oligômeros não foi feita de forma 
eficiente após a administração. Também foi a única região do hipocampo 
em que não houve um aumento significativo de NLRP3.  
A minociclina foi capaz de prevenir o aumento de NLPR3 nas 
três regiões do hipocampo avaliado por imuno-histoquímica e western 
blot. Em um estudo utilizando um modelo animal de nefropatia diabética, 
a minociclina foi capaz de reduzir a expressão de NLRP3 e a clivagem de 
IL-1β pela caspase-1 em células endoteliais glomerulares de ratos 
(Shahzad et al., 2016). O mesmo foi observado no cérebro de ratos em 
um modelo de hemorragia subaracnóide (Li et al., 2016). A minociclina 
também reduziu a expressão do inflamassoma na área de penumbra 
isquêmica em um modelo de isquemia cerebral em camundongos (Lu et 
al., 2016). Em outro estudo, a minociclina reduziu a expressão e 
transcrição de NLRP3 em células de retina de ratos induzidos a um 
modelo de retinopatia diabética (Chen et al., 2017). Esses recentes 
estudos são os únicos na literatura que relacionaram o efeito da 
minociclina à inibição do NLRP3. Ainda não há nenhum trabalho 
publicado sobre o efeito da minociclina na redução da expressão de 
NLRP3 em modelo animal de DA.  
Em conjunto, os dados expostos no presente estudo mostram que 
a minociclina foi capaz de reduzir a neuroinflamação através da redução 
da ativação de TLR2 e MyD88, levando à redução da produção de 
citocinas inflamatórias, juntamente com a redução da ativação de NLRP3, 
o qual é responsável pela liberação da forma madura de IL-1β para o 
espaço extracelular, propagando a resposta inflamatória. A redução de βA 
ocasionada pelo tratamento com minociclina provavelmente também está 
relacionada à redução de TLR2, uma vez que, já foi demonstrado que a 
redução de TLR2 (Liu et al., 2012a), MyD88 (Hao et al., 2011) e NLRP3 
(Heneka et al., 2013) melhora a fagocitose de espécies βA. Quando a 
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micróglia está excessivamente ativada e liberando citocinas inflamatórias 
ocorre uma mudança morfológica na célula (retração das ramificações, 
aumento da soma), isso foi observado no presente estudo, e quando a 
micróglia está com esse fenótipo ocorre a redução da fagocitose e essa 
mudança do estado microglial ocorre após a ativação de NLRP3 (Awad 
et al., 2017). Assim, os achados do presente estudo condizem com a 
hipótese de que a minociclina provoca também aumento da fagocitose de 
βA, porém, para confirmar essa hipótese seria necessário a investigação 
de moléculas responsáveis pela fagocitose, como por exemplo os 
receptores TREM2.  
Para avaliar se a neuroinflamação observada ocasionou morte 
neuronal e o efeito da minociclina, foi quantificado o conteúdo de 
sinaptofisina, que é uma proteína encontrada nas vesículas sinápticas, 
funcionando como um marcador pré-sináptico. Avaliou-se o número de 
neurônios picnóticos (com núcleo fragmentado ou sem núcleo ou 
neurônios disformes) pela coloração de Nissl. Também se utilizou a 
coloração de HE, que permite a visualização do núcleo e do citoplasma 
do neurônio, corando os núcleos de azul e o citoplasma de rosa, 
permitindo visualizar alterações na morfologia dos neurônios. Não houve 
alteração nos níveis de sinaptofisina em nenhum dos grupos 
experimentais. É relatado que os níveis de sinaptofisina reduzem no 
cérebro de indivíduos com DA, e aumentam em indivíduos com 
comprometimento cognitivo leve sem demência ou em estágios iniciais 
de demência, o que pode ser um mecanismo compensatório, porém se 
torna indistinguível como um marcador para doenças neurodegenerativas 
(Head et al., 2009; Robinson et al., 2014). No presente estudo é difícil 
afirmar se não houve alteração por não haver perda sináptica, ou pelo 
estágio precoce que o modelo de demência, utilizado no presente estudo, 
mimetiza.  
O modelo de demência utilizado no presente estudo parece 
condizer com um modelo de demência do tipo DA em estágios iniciais. 
Uma vez que é verificada a neuroinflamação, porém, não há formação de 
placas senis, e o dano de memória observável não é tão marcante. É 
interessante observar que, os animais que receberam a administração de 
oligômeros βA1-42 demostraram algum aprendizado no teste de labirinto 
octogonal, já que reduziram a latência e os erros de memória para 
encontrara a recompensa ao longo dos dias, porém, não a partir do 
segundo dia, nem foram tão rápidos ou cometeram tão poucos erros 
quanto os animais controle ou tratados, e também não apresentaram dano 
na memória aversiva de curta duração. Além disso, quando observado o 
hipocampo com a coloração de HE não foi observada uma perda tecidual 
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maciça de células hipocampais, característica observada em estágios mais 
avançados da DA. 
Porém, quando avaliada a coloração por Nissl foi observado um 
aumento no número de neurônios picnóticos, os quais apresentaram um 
volume reduzido, tornando-se hipercorados e com a cromatina 
condensada, característico de apoptose, isso foi observado nas células 
hipocampais dos animais que receberam a administração de βA1-42. No 
estudo de (Li et al., 2015) a administração de βA1-42 intrahipocampal em 
ratos também causou alterações características de apoptose no 
hipocampo. No presente estudo, o tratamento com minociclina não foi 
capaz de prevenir esse aumento de neurônios com características 
apoptóticas ou necróticas.  
Contudo, em outros estudos, a minociclina já havia ocasionado 
proteção contra morte neuronal. A minociclina inibiu a apoptose e 
autofagia em um modelo de hemorragia cerebral em ratos (Wu et al., 
2016), inibiu a liberação de citocromo c e também a apoptose em modelo 
de esclerose lateral amiotrófica em camundongos (Zhu et al., 2002), 
inibiu a protease associada à apoptose 1 (APAF-1) em modelo de 
Huntington in vitro e in vivo (Sancho et al., 2011). Enfim, muitos são os 
mecanismos pelos quais a minociclina mostrou inibir a morte celular, 
inclusive uma recente revisão sistemática numerou os vários mecanismos 
pelos quais a minociclina tem ação antiapoptótica (Haghi-Aminjan et al., 
2017). Ainda, a prevenção contra morte neuronal causada pela 
minociclina também foi verificada em modelo animal de DA induzido 
pela administração de βA1-42 (Choi et al., 2007). Assim, o motivo pelo 
qual a minociclina não reverteu a apoptose no presente estudo não pode 
ser afirmada, mas pode ter sido em função da região do hipocampo 
analisada, ou a técnica e modo de análise utilizados. Mais estudos serão 
necessários para confirmar esses resultados. 
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6. CONCLUSÃO 
 
O presente estudo mostrou que o tratamento com minociclina foi 
capaz de reverter danos de memória aversiva e espacial causados pela 
administração de oligômeros βA1-42 em camundongos Balb/c, um modelo 
animal de demência do tipo DA. Um dos mecanismos pelo qual a 
minociclina reverteu contra danos de memória foi pela redução dos níveis 
de citocinas inflamatórias no córtex total, hipocampo e soro. Inclusive, os 
níveis de citocinas nas estruturas cerebrais foram correlacionados 
positivamente com os erros de memória espacial. Além disso, outro 
mecanismo que provavelmente contribuiu para melhora da memória dos 
animais, foi o restabelecimento dos níveis de neurotrofinas no córtex total 
e hipocampo após o tratamento com minociclina. Portanto, uma vez que 
a neuroinflamação é um mecanismo consistente na patologia da DA, os 
resultados reforçam os efeitos anti-inflamatórios da minociclina, bem 
como seus efeitos sobre a cognição e as neurotrofinas.  
Foi verificado que a minociclina foi capaz de reduzir o nível de 
βA1-42, reduzir a ativação microglial, e o conteúdo de TLR2, receptor que 
parece ser ativado por βA1-42, uma vez que foi observado aumento deste 
no hipocampo dos camundongos injetados com oligômeros. A 
minociclina também reduziu os níveis de proteína MyD88, molécula 
adaptadora de receptores TLR2, responsável pela transdução do sinal do 
receptor. Essa redução da ativação de TLR2 parece ter sido responsável 
pela redução de citocinas ocasionada pelo tratamento. Para maturação de 
IL-1β, liberação desta para o meio extracelular e propagação da 
inflamação, é necessária a ativação do inflamassoma NLRP3. No presente 
estudo se pode verificar que houve um aumento do conteúdo de NLRP3 
nos animais administrados com βA e a minocilcina foi capaz de reverter 
esse aumento, levando a redução de IL-1β e outras citocinas 
inflamatórias. Esse mecanismo está resumido na figura 23.  
A minociclina se mostrou uma alternativa terapêutica de 
relevante ação anti-inflamatória para DA, deixando grandes expectativas 
que estudos clínicos futuros confirmem os benefícios da minociclina para 
esta doença.  
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Figura 23: Mecanismos de ação da minociclina encontrados no presente estudo. 
A minociclina reduziu o conteúdo de βA, do receptor TLR2, da sua molécula 
adaptadora MyD88 e da proteína NLRP3 constituinte do inflamassoma, que é 
responsável pela clivagem e maturação de IL-1β. Além disso, reduziu os níveis 
de citocinas inflamatórias (TNFα, IL-6, IL-4, IL-10) em hipocampo, córtex total 
e soro e de BDNF e NGF em estruturas cerebrais. Do autor. 
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PERSPECTIVAS 
 
Alguns aspectos relacionados ao presente estudo podem ser 
melhor elucidados, desta forma propõe-se algumas perspectivas: 
 
 Realizar a análise das mesmas proteínas de sinalização 
da via de inflamação também em outras estruturas cerebrais dos animais; 
 Avaliar proteínas relacionadas a fagocitose de βA neste 
modelo de demência do tipo DA para confirmar se a minociclina aumenta 
a captação de βA pela micróglia; 
 Utilizar outros testes para avaliar morte neuronal, como, 
brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetrazólio (MTT), lactato 
desidrogenase, ensaio de fluoro Jade B e método de TUNEL no modelo 
animal;  
 Inibir o inflamassoma NLRP3 para verificar quais 
citocinas especificamente essa proteína foi responsável pelo aumento e se 
isso confere proteção contra danos de memória no modelo. 
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ANEXO A -  APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO 
DE ANIMAIS 
 
     Universidade do Extremo Sul Catarinense 
        Comissão de Ética no Uso de Animais 
  
  
CERTIFICADO  
  
Certificamos que a proposta intitulada "Efeito da minociclina 
associada com memantina na ativação da microglia e inflamação 
induzida pela administração do peptídeo β- amilóide (142), um 
modelo animal de doença de Alzheimer em camundongos.", 
registrada com o protocolo nº 052/2016-2, sob a responsabilidade de 
Josiane Budni, junto à equipe: Michelle Lima Garcez, Tatiani Bellettini 
dos Santos, Francielle Gonçalves Mina, Gustavo Skiavo, Aline Pereira 
da Luz, Franciellen Gonçalves Carneiro, Maylton Grégori Sheid, 
Matheus Andrighetti, Renan Bolfe - que envolve a produção, 
manutenção ou utilização de animais pertencentes ao filo Chordata, 
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa científica (ou 
ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei nº 11.794, de 8 
de outubro de 2008, do Decreto nº 6.899, de 15 de julho de 2009, e com 
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de 
Experimentação Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissão de 
Ética no Uso de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense - UNESC, em reunião de 18/10/2016, substituindo o 
protocolo 080/20151, o qual foi cancelado (os 248 animais restantes 
– não utilizados, não devem ser utilizados em outras pesquisas sem a 
autorização da CEUA.  
  
Finalidade (  ) Ensino      ( X ) Pesquisa científica 
Vigência da autorização 20/10/2016 a 20/10/2018 
Espécie/linhagem/raça Camundongo heterogênico Balb/C 
No de animais 288 
Idade/Peso  Adultos / 25-35 g 
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Sexo  Masculino  
Origem  Biotério da Unesc  
  
The Ethics Committee on Animal Use on Research, sanctioned 
by the resolution number 02/2011/Câmara Propex, in accordance with 
federal law number 11.794/08, has analyzed the following Project:  
  
Project title: “Effect of minocycline associated to 
memantine on microglia activation and inflammation induced by 
amyloid-β (1-42) peptide administration, an animal model of 
Alzheimer disease in mice.”  
Protocol number: 052/2016-2  
Principal Investigator: Josiane Budni  
Researchers: Michelle Lima Garcez, Tatiani Bellettini dos 
Santos, Francielle Gonçalves Mina, Gustavo Skiavo, Aline Pereira 
da Luz, Franciellen Gonçalves Carneiro, Maylton Grégori Sheid, 
Matheus Andrighetti, Renan Bolfe.  
  
The project was Approved in its ethical and methodological 
aspects. Any alteration of the original version of this project must be 
previously submitted to the Committee for further analyzes. May you 
have further questions, please contact us on www.unesc.net/propex/ceua 
or by e-mail: ceua@unesc.net.  
  
Criciúma, 18 de outubro de 2016.  
  
 
 
 
Jairo José Zocche  
Coordenador da CEUA  
 
 
 
 
 
 
